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要旨 

V2 受容体（V2R）の不活化変異は、抗利尿ホルモンである AVP の腎臓での

抵抗症による先天性腎性尿崩症（NDI）の原因となる。我々は臨床的に部分型

NDI と診断される少年から新たな V2R 変異（T273M）を発見し、その機能解

析を行った。また同時に、最近、非ペプチド性 V2R アゴニストである OPC5 が、

細胞内小胞体に局在する変異 V2R をその場で活性化し、この新規活性化機構で

は V2R は分解されずシグナルは脱感作されないとの興味深い報告がなされたた

め、T273M 変異を含む複数の変異体で検討した。 

正常 V2R は細胞膜で機能するが、本変異 V2R の一部は細胞内に局在した。

さらに、我々の検討では、細胞膜でのみ作用する AVP と OPC5 は変異 V2 受容

体を同程度に活性化し、同様に細胞膜で作用するペプチドアンタゴニストが

AVPやOPC5による cAMP蓄積とERK1/2リン酸化を抑制したことから、OPC5

は小胞体に留まる変異受容体ではなく、細胞膜に局在する変異受容体を活性化

してシグナルを作動させると推定された。更に、OPC5 はアゴニストとして細

胞膜に局在する変異 V2R を活性化し、脱感作を生じるが、その一方で、小胞体

に留まる変異 V2R を成熟させ、細胞膜へ輸送させる pharmacochaperone とし

ても作用することが示された。少なくとも今回解析した変異体に対してではあ

る が 、 OPC5 の 長 期 作 用 は 、 各 々 の 正 常 ／ 変 異 受 容 体 に 対 す る
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pharmacochaperone 効果と脱感作効果のバランスで規定される結果、AVP に比

して持続的活性化を可能にすることが示された。また、正常／変異受容体の種

類によって下流のシグナルが変化する protean agonism の一例と考えられた。 

治療の観点では、OPC5 の有する脱感作を相殺する pharmacochaperone 効果

は機能喪失性変異 V2R を介する持続的シグナル作動を可能にし、V2 受容体変

異のうち最も高頻度でみられる蛋白の折り畳み異常が原因となる変異受容体が

原因の NDI の治療薬として有望な選択肢となることと期待される。 
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序文 

G タンパク質共役受容体 

 G タンパク質共役受容体（G protein-coupled receptors：GPCRs）は感覚・

認知、循環調節、ホルモン作用、生体防御など多様な細胞外シグナルを細胞内

へ伝える役割をしている。哺乳類では最初の GPCR が発見されてから 1000 以

上の GPCR が見つかっており、ゲノム中で最大のファミリーの 1 つである。

GPCR を介する基本的なシグナル経路は GPCR、G タンパク質、エフェクター

から成る(1-5)。 

 GPCR を通じてシグナルを伝える内因性因子は多岐にわたり、ホルモンや神

経伝達因子、イオン、アミノ酸、ペプチド、糖タンパク、脂質、ヌクレオチド

など様々な細胞外因子が挙げられる。この他に光、匂い、味などの外因性刺激

も GPCR を通じてシグナルを伝えており、GPCR は実に多種多様なシグナルを

受容している。この GPCR は少なくとも 16 種類の Gα、6 種類の Gβ、12 種

類の Gγからなる G タンパク質に共役し、8 種類の 100 近いエフェクター群の

活性を制御している。この著しい多様性の一方で、GPCR と G タンパク質の作

用機構は進化を超えて保存されている。 

 GPCR は 7 回膜貫通αへリックス構造を共通構造として持つタンパク質であ

る。アゴニストが受容体に結合すると、7 回膜貫通部位の間の相互作用を変化さ

せ、G タンパク質に変化が伝わる。G タンパク質のαサブユニット（Gα）が
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GDP 結合部位付近に高次構造変化を起こし、βγサブユニット（Gβγ）が回

転することで、GDP の放出が促進される。その後 GTP がαサブユニットに結

合することで G タンパク質が活性化される。活性化された G タンパク質のαサ

ブユニットは内因性の GTPase によって GTP が GDP に分解されることで不活

性型に戻る。またアゴニストによる持続的な刺激によって、刺激に対する応答

が減弱する脱感作現象が起こることが知られている。この少なくとも一部は細

胞膜に存在する GPCR の細胞内への移行による細胞表面受容体発現レベルの低

下に起因するものと説明されている。そのメカニズムの詳細は、（１）アゴニス

トを結合して活性型となった GPCR を基質とする、G タンパク質共役型受容体

キナーゼ（GRK）によるリン酸化、（２）アゴニストを結合して活性型となりか

つリン酸化された GPCR を認識するβarrestin 結合、（３）dynamin 依存性の

GPCR の内在化（internalization）のステップからなる(6)。こうした GPCR の

構造と G タンパク質活性化機構は種を超えて進化上極めてよく保存されている。 

また現在医療で使われる薬の約半数が GPCR をターゲットとし、アゴニスト、

アンタゴニストやアロステリックモジュレーターとして作用することが示され

ている(7-9)。これらの薬剤は約 800 存在する GPCR の中のわずか約 30 程度を

ターゲットにしており、GPCR 分野で今後さらに多くの薬が開発される可能性

を秘めている。 
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GPCR と G タンパク質の変異による疾患 

 この 20 年の間に、GPCR や G タンパク質の変異が内分泌疾患や他の一般的

疾患の原因として特定されてきている(10-13)。これらの疾患の研究により

GPCR を介する経路の生理学的制御や分子メカニズムが解明されてきた。例え

ば、LH、TSH、PTH、カルシウム感知受容体の機能亢進（gain-of-function）

変異はそれぞれ男性思春期早発症、散発型機能亢進性甲状腺腫瘍、Jansen 骨幹

端軟骨異形成症、常染色体優性低カルシウム血症を引き起こす。逆に GHRH、

LH、FSH、TRH、TSH、ACTH、バソプレシン 2、PTH、カルシウム感知受容

体、エンドセリン B 受容体の機能喪失（loss-of-function）変異はそれぞれ、家

族性成長ホルモン欠損症、男性仮性半陰陽、高ゴナドトロピン性卵巣発育不全

症、家族性中枢性甲状腺機能低下症、家族性甲状腺機能低下症、家族性コルチ

コトロピン抵抗症、腎性尿崩症 1 型、Blomstrand 軟骨異形成症、家族性低カル

シウム尿性高カルシウム血症、ヒルシュスプルング病の原因となる（表 1）。 
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GPCR の機能喪失変異（loss of function）による疾患 
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GPCR に対する自己抗体による疾患 

 GPCR に対する刺激抗体や阻害抗体はそれぞれ GPCR の活性型変異、不活化

型変異と同様の疾患の原因となる。例えば TSH 受容体刺激抗体は Basedow 病

を生じ、TSH 受容体阻害抗体は特発性甲状腺機能低下症を生じる。近年カルシ

ウム感知受容体（CaSR）に対する自己阻害抗体が後天性低カルシウム尿性高カ

ルシウム血症（acquired hypocalciuric hypercalcemia：AHH）を生じることが

報告された(14)。この疾患は表現型の上では家族性低カルシウム尿性高カルシウ

ム血症と同じである(15, 16)。最近我々は AHH 患者から CaSR に対する通常の

阻害抗体とは異なるユニークな自己抗体を発見した(17)。CaSR は Ca2+で刺激

されると、通常は Gq と Gi を活性化し、ホスファチジルイノシトール（PI）代

謝回転の亢進と ERK1/2 のリン酸化を生じる。我々が発見した AHH 患者の自

己抗体でプライミングすると CaSR は Gq を活性化するが、Gi は活性化しない

ユニークな活性型をとった。この結果は CaSR には少なくとも高次構造の異な

る 2 つの活性型が存在することを意味し、本患者自己抗体は CaSR に対して機

能選択的なアロステリック調節因子として作用することを示唆した（図Ⅰ）(17)。 
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    Makita,N et al. Proc Natl Acad Sci USA;2007:104,5443-5448     

 

図Ⅰ 

Ca 感知受容体の活性型には少なくとも 2 つの異なる高次構造が存在する。Ca2+を結合し

た通常の場合、Gq および Gi を活性化する（A）。一方 Ca2+と自己抗体が結合すると Gq を

特異的に活性化するユニークな高次構造をとる（B）。 
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GPCR の multi-state モデル、functional selectivity、protean agonism 

 古典的な GPCR の two-state モデル(3, 9, 18)では GPCR は活性型と不活性型

の間で平衡状態にあり、各 GPCR 作動薬はその平衡状態をシフトさせる方向か

らアゴニスト、インバースアゴニスト、アンタゴニストと分類されてきた。す

なわちアゴニストは平衡を活性型へとシフトさせ、インバースアゴニストは平

衡を不活性型へとシフトさせ、アンタゴニストはそれ自身この平衡をシフトさ

せず、アゴニストの作用を競合的に抑制するものとされる（図Ⅱ）。 

しかし古典的な GPCR の two-state モデルでは説明のできない現象があるこ

とが明らかとなってきた。その一例がパーシャルアゴニストである。GPCR の

アゴニストの中には大過剰を投与しても本来の生理的なリガンドが起こし得る

生理活性化と比較して部分的な活性化しか示さないものがある。飽和濃度で

100％の生理活性をひき起こし得るものをフルアゴニスト、部分的活性化のみ生

じるものをパーシャルアゴニストと呼ぶが、これはパーシャルアゴニストによ

る活性化構造がフルアゴニストによる活性化構造とは異なることを意味する。

このような事象を背景に multi-state モデルが考えられるようになってきた。 

multi-state モデルとは GPCR は活性型、不活性型いずれにおいても無数の高

次構造を取り得ると考えるものである。このモデルでは各々の GPCR 作動薬は、

それぞれに異なるユニークな GPCR の高次構造を認識して結合し、この高
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GPCR の活性化モデル 

  

 

 

 

 

図Ⅱ 

 古典的な GPCR の two-state モデルでは GPCR は活性型（●）と不活性型(■)

の間で平衡状態にある（A）。アゴニストは平衡を右の活性型へとシフトさせ（B）、

インバースアゴニストは平衡を左の不活性型へとシフトさせる(C)。しかし最近、

GPCR は活性型、不活性型いずれにおいても無数の高次構造を取り得ると考え

る multi-state モデルを支持するデータが集積してきている(D)。このモデルで
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は各々の GPCR 作動薬は、それぞれに異なるユニークな GPCR の高次構造を認

識して結合し、この高次構造を安定化させ、ある特異的な生物学的効果をもた

らすと考えられる（ functional selectivity, biased agonism）。 functional 

selectivity の特殊型が protean agonism で、例えば静止状態の GPCR に対して

はパーシャルアゴニストとして機能するリガンドが、恒常的活性化状態の

GPCR に対してはインバースアゴニストとして機能する事象がこれにあてはま

る。 
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次構造を安定化させると考えられている。すなわち、ある特別なアゴニストを

用いると、本来複数のシグナル系を活性化する GPCR を介して、ある特異的な

シグナル系のみを活性化できるとするものである。もしそうであれば、GPCR

は数多くの高次構造の数だけ潜在的に異なる機能を発揮し得ると考えられ、機

能選択性（functional selectivity）、バイアスのある活性化（biased agonism）

とも呼ばれている(7, 8, 18)。 

  biased agonism の例を挙げると、PTH/PTHrP 受容体やショウジョウバエの

D1 類似受容体において、異なる種類のアゴニストが異なるセカンドメッセンジ

ャーを特異的に活性化すると報告された(19)。また、ヒト 5-HT2c 受容体におい

て、あるアゴニストがホスホリパーゼ C 系をより選択的に活性化するのに対し、

別のアゴニストがホスホリパーゼ A2 をより選択的に活性化すると報告された

(20)。 

また、PTH 受容体は Gs および Gq を活性化するが、アゴニストとして

PTH(1-34)が作用すると両シグナルが活性化するのに対して、PTH（3-34）は

Gq を介すると推測される MAP キナーゼを活性化するが Gs-cAMP 系を活性化

しないと報告された(21)。 

更に、過剰発現したβ2 アドレナリン受容体の系を用いて非常に興味深い報告

がなされた。β2 アドレナリン作動薬である ICI118551 やプロプラノロールが
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Gsを介する cAMPシグナルにおいてはインバースアゴニストとして作用するの

と同時に MAP キナーゼ系に対してはパーシャルアゴニストとして作用するこ

とが報告された(22)。これは、あるアゴニストがターゲットとする GPCR の１

つのシグナル系を活性化し、別のシグナル系を抑制するという極端な biased 

agonism の例である。 

機能選択的活性化の中には、機能選択的リガンドと類似の作用を通常のアゴ

ニストと特異なアロステリック調節因子が達成する例がある。我々が発見した

AHH患者のCaSRに対するユニークな自己抗体も機能選択的なアロステリック

調節因子として作用する(17)。 

こうした biased agonism の特殊型が protean agonism である。protean 

agonism はあるアゴニストが特定の状況下でその効果を変えるという事象を指

し、自由自在に外見を変えられるギリシア神話の神プロテウスにちなんで命名

され、Kenakin が最初にその例を報告した(23)。あるβ2 アドレナリン受容体作

動薬（ジクロロイソプロテレノール、ラベタノール、ピンドロール）が細胞（whole 

cells：恒常的活性化状態ではない）では cAMP 系に対してパーシャルアゴニス

トとして作用するのに対し、同じ作動薬が細胞膜（cell membranes：恒常的活

性化状態）では cAMP 系に対してインバースアゴニストとして作用していた（図

Ⅲ）。これに基づけば、各 GPCR 作動薬のアゴニスト活性、インバースアゴニス
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ト活性、アンタゴニスト活性はその薬剤の特性として本来決定されているので

はなく、それぞれの作用する環境に依存すると言える。 

 

 

 

 

 

              Kenakin,T.FASEB J. 2001;15:598-611 

 

図Ⅲ Protean agonism 
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GPCR の合成経路、molecular chaperone、quality control system 

細胞内で働くハウスキーピング遺伝子とは異なり、細胞外へ分泌される酵素

やホルモン、GPCR などの膜タンパク質の mRNA の先頭には、シグナルペプチ

ドと呼ばれる共通のアミノ酸をコードする配列部分がある。翻訳が始まると、

この先頭部分は粗面小胞体の表面に存在するシグナルペプチド受容体と結合す

る。伸長するポリペプチド鎖は受容体と結合した後、小胞体内へと取り込まれ、

シグナルペプチドは取り除かれる。ポリペプチド鎖は折り畳まれ、小胞体内で

必要に応じて糖鎖などが付加された後に、小胞体内を運ばれ、顆粒となって粗

面小胞体を離れ、ゴルジ体と融合する。ゴルジ体でさらに必要に応じて糖鎖な

どが付加された後、分泌顆粒となって細胞内に蓄えられ、細胞外へ分泌あるい

は細胞膜上へ輸送される。 

なおポリペプチド鎖の折り畳み（フォールディング）に際し、かつてはポリ

ペプチド鎖が自動的にエネルギー最小の状態に折り畳まれると考えられていた

が(24)、実際はそうではないことが明らかとなってきた。細胞内にはタンパク質

をはじめ多くの物質が存在するため、ポリペプチド鎖は折り畳み途中の中間体

や熱で変性したタンパク質などと疎水相互作用で凝集しやすい。それを防いで

正しく折り畳まれるのを助けるタンパク質が存在する。これが molecular 

chaperone（分子シャペロン）である(25)。 
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また小胞体には quality control system（QCS）があり、新たに合成されたタ

ンパク質を精査し、正しく折り畳まれたもののみを分泌経路へ移行させる。基

準を満さなかったタンパク質は分解経路で分解される。小胞体の QCS は機能的

基準ではなく構造的基準を基にタンパク質を精査しているため、タンパク質の

構造のわずかな変化ですら異常と判断され、機能的には問題なくとも細胞内に

留められ分解される。GPCR の１種であるヒト δ opioid 受容体では、合成され

たタンパク質のうち完成して細胞膜へ輸送され発現するのは約 40％と言われて

いる(26)。 

 

Pharmacochaperone （Pharmacological chaperone） 

GPCR の機能喪失型変異は多くの内分泌疾患や他の疾患を生じる(12, 27)。多

くの変異では GPCR の発現が完全に阻害されるが、タンパク質の局在異常やタ

ンパク質同士の相互作用異常などで機能喪失を起こす変異もある。部分的な機

能喪失変異は少なくともタンパク質が一部発現しているため、その変異体の機

能解析をおこなうことが可能となる。このような疾患の研究により GPCR の生

理的な役割における新たな知見が得られてきた。 

GPCR の折り畳み異常が原因の疾患では、その異常が本質的に機能的に問題

なければ、折り畳みを正常に復して細胞膜へ輸送することができれば治療に有
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効と推定され、注目されている。そのような治療戦略のひとつが

pharmacochaperone あるいは pharmacological chaperone と呼ばれるもので、

生理的に存在する molecular chaperone と同様に、合成されたポリペプチド鎖

が正しく折り畳まれるのを助ける薬剤を意味する(26)。腎性尿崩症（NDI）を起

こす V2 受容体（V2R）では、非ペプチド V2R アンタゴニストが小胞体に留ま

る V2R 変異体 20 種のうち 12 種に対し、折り畳みを正常化し細胞膜へ輸送して

受容体発現量を増やし、AVP 刺激に対する cAMP 蓄積を増加させることが報告

された(28-31)。CaSR 変異(32)、rhodopsin 受容体変異(33, 34)などにも同様な

戦略が適応され、研究が進められている。また、phramacochaperone の中には

正常の GPCR の細胞膜発現を増加させるものもあることが報告されているが

(35-41)、正常の GPCR においても合成の過程で半数以上が成熟せずに分解され

ることを考えると当然といえる。 

 

部分型腎性尿崩症（partial nephrogenic diabetes insipidus：partial NDI） 

 腎性尿崩症（NDI）は抗利尿ホルモンであるアルギニンバソプレシン（arginine 

vasopressin：AVP）の腎臓での抵抗症を原因とする疾患で、代償性に AVP の基

礎分泌が亢進する(42, 43)。集合管細胞の血管側の細胞膜に存在する V2 受容体

（V2R：結晶構造は未だ解明されていない）に AVP が結合すると、Gs、アデニ
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ル酸シクラーゼ、A キナーゼ(PKA)を介し、細胞質内に存在する水チャネルであ

るアクアポリン 2 が管腔側細胞膜へ移動し、このアクアポリン 2 を通して尿濃

縮作用が発揮される。V2 受容体（V2R）の不活性化変異は先天性 NDI の約 90％

の原因となり、X 染色体に連鎖しており、ほとんどの場合完全機能喪失型の表

現型をとる。現在までに 200 以上の V2 受容体変異が発見されているが、部分

型先天性 NDI を生じるものはごくわずかである(44-51)。 

 部分型先天性 NDI を起こす V2 受容体変異のマップを示した(50)（図Ⅳ）。137

番目のアミノ酸の変異は置換されるアミノ酸の違いによって、活性型変異、不

活性型変異となることが報告されている(52)。 
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図Ⅳ 先天性部分型腎性尿崩症を起こす V2 受容体変異のマップ 
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最近我々は部分型 NDI 患者から V2 受容体の C 末に位置する 333 番目のセリ

ンの欠失による変異（S333del）を発見した(53)。また他の患者から、これまで

NDI の原因となる変異として報告された(54-56)が、部分型 NDI の原因となる

ことは報告されていない変異（Y128S）を発見した。これらの変異受容体では

AVP 刺激による cAMP の蓄積の減弱が認められた。変異受容体の膜への発現は

低下しており、主に小胞体に局在していた。その原因は受容体内在化の亢進で

はなく、新たに合成された受容体の細胞膜への輸送障害と考えられた。これま

でにいくつかの pharmacochaperone が報告されてきているが (42, 43)、

OPC31260（OPC3）と OPC41061（OPC4）(57, 58)という V2 受容体アンタゴ

ニストがこれらの変異受容体の膜への輸送を助け、その結果 cAMP 蓄積が上昇

することを報告した。一方で、OPC3 と OPC4 は野生型 V2 受容体にはインバ

ースアゴニストとして機能して cAMP 蓄積を減らし、受容体によって異なる効

果を示した（図Ⅴ）(53)。つまり OPC3 と OPC4 はターゲットによって異なる

機能を発揮するということから、protean agonism の一例といえる。 
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       Takahashi, Makita,et al .JBC 2012：287(3)2099-2106 

 

図Ⅴ 

 完全型腎性尿崩症（cNDI）を起こす変異体では AVP 刺激による cAMP 蓄積がほと

んど惹起されず、部分型腎性尿崩症（pNDI）を起こす変異体では cAMP 蓄積の減弱が

認められた（A）。また活性化変異体である R137L では基礎 AVP 分泌が亢進していた。

OPC3とOPC4というV2受容体アンタゴニストが変異受容体の膜への輸送を助け（B）、

その結果 cAMP 蓄積が上昇することを見つけた（赤枠）（C）。一方 OPC3 と OPC4 は

野生型V2受容体にはインバースアゴニストとして機能して cAMP蓄積を減らし（青枠）、

受容体によって異なる効果を示した。 
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しかし、臨床的な観点からすると、OPC3 も OPC4 も強力に AVP を阻害する

ため、少なくとも上述で報告した変異受容体患者の治療には使えない。NDI の

治療薬としては、親和性の弱いアンタゴニスト pharmacochaperone か、アゴ

ニスト pharmacochaperone（図Ⅵ）か、AVP 結合部位ではなくアロステリッ

クに作用する pharmacochaperone などが期待される。 

 

 

 

 

 

 

図Ⅵ agonist pharmacochaperone の働きの想定図 

 細胞内の変異受容体を成熟させて細胞膜へ輸送する pharmacochaperone 効果を持

つと同時に、アゴニストとして働く。 
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部分型 NDI の原因となる新たな変異の発見 

最近非ペプチドアゴニストである OPC51803（OPC5）(59-62)が小胞体に留

まる変異 V2 受容体を細胞内で活性化すると報告された（図Ⅶ）(63)。疾患の原

因となる GPCR 遺伝子変異の 40％以上で、折り畳み異常を伴う受容体を生じ、

これが小胞体で留まることを考えると、小胞体に留まる変異 GPCR を細胞内で

活性化することは、非常に魅力的な治療戦略である。 

今回我々は、基礎 AVP 分泌が高いことから部分型 NDI と診断された 4 歳の

少年から新たな V2R 変異を発見した。この変異体の一部は小胞体内に存在して

いた。OPC5 は小胞体内に留まる変異体に対して有望な治療戦略となると推定

し、この新たな変異 V2 受容体の機能解析と OPC5 の効果検討を行った。 
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（A） 

 

 

（B） 

 

図Ⅶ 

（A） OPC5 の構造式 

（B） OPC5 が細胞内で変異受容体を成熟させることなく、その場で活性化す

るという想定図（63）。 
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方法 

Pharmacochaperones とリガンド 

OPC3、OPC4、OPC5 は大塚製薬株式会社から提供された。AVP、ペプチド

アンタゴ ニスト [Adamantaneacetyl]1,O-Et-D-Tyr2, Val4, Aminobutyryl6, 

Arg8,9]-Vasopressin は Sigma より購入した。 

 

DNA constructs、細胞培養 

N 末に Myc-tag を付した野生型 V2R(64)は M.Bouvier（Université de 

Montreal, Canada）から譲渡され、NDI の原因となる各変異体はマニュアルに

従って作成した(Stratagene, La Jolla, CA)。COS7 細胞、MDCK 細胞、HEK293

細胞は 10％（vol/vol）の牛胎児血清を含む DMEM 存在下で培養した。 

 

Transfection 

 COS7 細胞、MDCK 細胞に DNA constructs をトランスフェクションする際

はアデノデキストラン法で行った。細胞をディッシュに必要量（1.6× 106 個/6

㎝ dish、0.8× 106 個/35 ㎜ dish）をまき、2 時間後に Medium、serum free 

medium、DNA、8mg/ml のデキストラン、アデノウイルスを混ぜたウイルス液

を作成し、細胞に感染させた。その 2 時間後に 10％DMSO/PBS で洗浄し反応
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を終了し、Medium に入れ替えて培養した。約 24 時間後に細胞を 12well ある

いは 24well のディッシュにまき直し、assay に使用した。 

HEK293 細胞の場合は DNA constructs は Lipofectamine2000（Invitrogen、

Carlsbad、CA）を使用してトランスフェクションを行った。 

 

cAMP assay 

 野生型 V2R と各 V2R 変異体を一過性発現させた COS7 細胞での cAMP 蓄積

を cAMP アッセイで検討した(65-68)。トランスフェクション 1 日後に細胞を

24 well にまき直し、[3H]adenine (2 μCi/ml)を添加した。薬剤の長期処理効果

を検討する実験ではアッセイの 16 時間前に AVP と OPC5 を添加した。細胞ま

き直し24時間後に細胞を洗浄し、1 mMのイソブチルメチルキサンチン（IBMX）

を含む 0.5 ml のアッセイメディウムで培養した。その際に必要な well に AVP

か OPC5 を各実験で示す濃度添加した。30 分後培養液を除去し、1 mM ATP と

1 mM cAMP を含む 5％トリクロロ酢酸（TCA）を添加して反応を終了させた。

産生された[3H]cAMP と [3H]ATP を AG 50W-X4 Dowex、 alumina カラム

を用いて分離し、cAMP蓄積量を [3H]cAMP /[3H]cAMP + [3H]ATPで表示した。 
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Cell Surface ELISA 

Myc-tag 付き野生型 V2R や各 V2R 変異体を一過性発現させた COS7 細胞の

細胞表面での受容体発現は ELISA 法で定量化した(29, 69)。トランスフェクシ

ョン 1 日後に、細胞を 24 well にまき直し、必要な場合は assay の 16 時間前に

AVP、OPC3、OPC4、OPC5 を必要濃度添加した。24 時間後、氷冷した 1％

BSA/PBS で 2 度洗浄し、氷上に 5 分静置し、1％BSA/PBS で希釈した抗 myc

抗体液（1：4000）を添加して室温で 1 時間静置した。その後 1％BSA/PBS で

2 度洗浄し、4％パラホルムアルデヒド/PBS で 15 分固定し、1％BSA/PBS で 2

度洗浄した。次に 1％BSA/PBS で希釈した HRP 付き抗 mouse 二次抗体液（1：

12000）を添加して室温で 1 時間静置した。その後 1％BSA/PBS で 2 度洗浄し、

更に PBS で洗浄した。最後に基質（o-phenylenediamine dihydrochloride, 

Sigma）を室温で 5 分反応させ、同量の 2.5N HCl を加えて反応を停止した。

プレートリーダー（Bio-Rad）を使って 492nm の吸光度を測定した。 

 

免疫染色 

 トランスフェクションさせた COS7 細胞をカバーガラスの上にまいた。アッ

セイの 16 時間前に必要濃度の OPC4 あるいは OPC5 を添加した。その後 PBS

で 2 度洗浄し、氷冷した 100％メタノールで -20℃、2 分間固定処理を行い、細
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胞全体での受容体発現を評価した（細胞膜透過処理あり）。PBS で更に 2 度洗浄

し、室温で 20 分間 Block Ace を使ってブロッキング処理をした後、20％Block 

Ace/PBSで希釈した抗 myc 抗体液（1：4000）あるいは抗PDI（protein disulfide 

isomerase、小胞体マーカー）抗体液（1：4000）を添加して 4℃で一晩静置し

た。細胞は 20％Block Ace/PBS で 2 度洗浄し、20％Block Ace/PBS で希釈した

抗 mouse 抗体 488 液（抗 myc 抗体用）と抗 rabbit 抗体 594 液（抗 PDI 抗体

用）を添加して室温で 1 時間静置した。0.1％ Tween20/PBS で 2 度洗浄し、PBS

で 1 回洗浄した後、プレパラートに乗せて顕鏡した。 

 

膜分画 assay 

 60 ㎜ dish にまいた COS7 細胞に GFP tag を付したβarrestin2 と myc tag

を付した野生型 V2R や V2R 変異体をトランスフェクションした。48 時間後、1

μMのAVPあるいは10μMのOPC5で20分間処理した細胞を回収した。400g、

4℃、5 分間の遠心後に細胞を hypotonic buffer（20mM Tris-HCl、pH7.5、20mM 

NaCl、2mM MgCl2, 1 mM EGTA, proteinase inhibitors）で 10 分間処理して

溶解させ、ダウンス型ホモジナイザーで 15 回処理し細胞を破砕した。核分画と

破壊されていない細胞は 800g、4℃、5 分間の遠心で除去した。上清を超遠心

（160000 g、4℃、30 分）にかけ、沈渣を細胞膜分画とし、lysis buffer (40 mM 
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Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 

and proteinase inhibitors)を加えて 4℃で 1 時間溶解し、遠心した（200g、4℃、

5 分）。次に上清に等量の 2x Laemmli sample buffer を添加し、5 分間煮沸し

た。作成したサンプルを SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜に転写、モノクローナ

ル抗 GFP 抗体（1：10000）で免疫ブロットした。 

 

MAPK assay 

12 well dish にまいた COS7 細胞に myc tag 付き野生型 V2R とそれぞれの

V2R 変異体をトランスフェクションし、36 時間培養した後、12-16 時間無血清

培地で培養した。その後 1μM AVP あるいは 10μM OPC5 を添加し、5 分後に

200μl の 2×SDS サンプル buffer（6.25 mM TrisCl(pH 6.8)、2%SDS、25%グ

リセロール、0.01％BPB、5%βME）で反応を停止させ、10 分間煮沸したもの

をサンプルとした。タンパク質抽出物を SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜へ転写

した後、モノクローナル抗 pERK 抗体（Cell Signaling）で免疫ブロットした。 

 

Immunoblotting（Western blotting） 

 タンパク質抽出物サンプルを SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜に移した。膜は

ブロッキング buffer（1%無脂肪ドライミルク、0.2％の Tween20 を含む PBS）
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で室温 1 時間ブロッキングした。その後 1 次抗体を添加して一晩 4℃環境下で振

とうした。その後 PVDF 膜を 0.2％の Tween20 を含む PBS で 3 回洗浄し、0.2％

の Tween20 を含む PBS で希釈した HRP を付した 2 次抗体を加えて室温で 1

時間振とうした。PVDF 膜を更に洗浄し、ECL Western Blotting Detection 

Reagens（GE healthcare biosciences Co）でシグナルを検出した。 

 

患者の V2 受容体遺伝子（AVPR2）の遺伝解析 

 V2受容体遺伝子の遺伝解析は東京大学の審査委員会の承認のもとで施行した。

患児の両親から書面での同意書を得た後、DNA 分離キットを用いて末梢血白血

球から genomic DNA を調整した。PCR ダイレクトシークエンス法で AVPR2

の全エキソンを解析した。 

 

水制限試験 

 試験開始前は自由に水分摂取できるが、試験中飲食は禁止した。開始前後で

体重、尿浸透圧、血中 AVP 濃度を測定した。 

 

バソプレシン負荷試験 

 水制限試験に引き続き、DDAVP（5 単位/㎏）を皮下注射し、尿量、尿浸透圧
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を測定した。 

 

統計分析 

 Dunnet の多重比較を使った。用量反応の評価にはウイリアムの多重比較を使

った。3 つの独立した実験の平均データを示し、エラーバーは平均±S.D.を示し

ている。これらはマイクロソフトエクセルで行った。*, p < 0.05; **, p< 0.01 
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結果 

部分型腎性尿崩症の患者で新たな V2 受容体変異の発見 

多飲、多尿を呈し、部分型腎性尿崩症（NDI）を疑われた 4 歳男児に、水制

限試験とバソプレシン負荷試験を施行した。AVP の基礎分泌は増加し、AVP 抵

抗性が存在すると推定された。一方、完全型腎性尿崩症ではほとんど反応しな

いバソプレシン負荷に対して反応を示したことから、臨床的に部分型腎性尿崩

症と診断された。（図 1-A）。その後 V2R 遺伝子（AVPR2）のミスセンス変異

T273M（3 番目の細胞内ループにある 273 番目のアミノ酸をスレオニンからメ

チオニンに置換する変異）を同定した（図 1-B）。ほとんどの NDI は完全型 NDI

として報告されているが、この症例は臨床的に部分型 NDI であった。部分型

NDI として遺伝子変異まで同定されているケースは非常に稀であり、われわれ

の報告した S333del 変異と Y128 変異も加えて、本例は 15 例目で(51)、これま

で報告されていない新規の変異であった。 
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図 1 

患者の臨床検査所見と V2 受容体遺伝子プロファイル 

（A） 水制限試験とバソプレシン負荷試験 

（B） 患者の V2受容体遺伝子変異 
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共焦点顕微鏡を用いた V2R-T273M 変異体の局在解析 

まず T273M 変異体が細胞膜に発現するかを検討した。Myc tag を付した野生

型 V2R を一過性発現させた COS7 細胞（COS-WT）、Myc tag を付した

T273M-V2R を発現させた COS7 細胞（COS-T273M）、Myc tag を付した

Y128S-V2R を発現させた COS7 細胞（COS-Y128S）と Myc tag を付した

Ser-333del-V2R を発現させた COS7 細胞(COS-S333del)を共焦点顕微鏡で顕鏡

すると、野生型 V2R は細胞膜に局在するのに対し、既に報告した通り Y128S

変異体と S333del 変異体は細胞内に存在し、小胞体（ER）マーカーprotein  

disulfide isomerase と共局在していた（図 2-A）(53)。新たな変異体 T273M は

anti-myc で細胞膜が弱く染色されるが、野生型 V2R のように鮮明ではなく、

Y128S変異体や S333del 変異体と同様に anti myc抗体シグナルとERマーカー

が共局在していた。OPC5 が ER にとどまる変異 V2R を細胞内で活性化すると

の興味深い論文があり(63)、OPC5 が本患者も含めてわれわれの同定した部分

NDI 患者の治療に貢献する可能性を想定し、検討を行った。特に Y128S 変異は 

両検討いずれでも解析の対象となっており、重要である。 
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図 2 

野生型 V2R と V2R 変異体発現細胞の免疫染色と cAMP 蓄積 

（A） myc tagを付した野生型 V2Rや V2R変異体を一過性発現させた COS7細胞
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の免疫染色を共焦点顕微鏡で顕鏡した。実験方法に記述したように抗 myc 抗体

あるいは抗 protein disulfide isomerase(小胞体マーカー)抗体で染色した。myc 

tag付き V2R-T273M、V2R-Y128S、V2R-S333del は小胞体マーカーと共存した。 

（B） 部分型 NDI 患者の V2R と野生型 V2R での AVP もしくは OPC5 刺激による

cAMP 蓄積。COS7 細胞（1.6× 106 個）に野生型 V2R（ダイヤモンド型）、V2R 変

異体（V2R-T273M；四角、V2R-Y128S；三角、V2R-S333del；丸）を一過性発現さ

せた。それぞれの myc tag 付き V2R を含む pcDNA3 を 0.4μg ずつトランスフェ

クションした。24時間後に細胞を 1 well あたり 0.33× 10５ 個で 24 wellディ

ッシュにまき直し、[3H]adenine (2 μCi/ml, GE healthcare)を添加した。48

時間後に 1 mMの IBMX を加えた assay medium で洗浄し、1 nMから 10 Mまでの

各濃度の AVPあるいは OPC5を添加し 37℃で 30分間無血清培地で温置した。AVP

は中黒の記号・実線、OPC5は中の透けた記号・点線で示してある。cAMP蓄積は

実験方法で記載したように測定した。データは triplicate実験から得られ、平

均±SDで示した。 
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野生型と 3 つの部分型 NDI 変異体での cAMP 蓄積 

新たな変異体の特徴を明らかにし、OPC5 のアゴニスト活性を明らかにする

ため、COS-WT、COS-T273M、COS-Y128S、COS-S333del で AVP と OPC5

による cAMP の蓄積を検討した（図 2-B）。COS-WT は OPC5 により AVP に対

するのと同様の用量依存性の cAMP 蓄積を示した（Emax 値は AVP の Emax

値とほぼ同様）が、その用量反応曲線は AVP のものと比較して約一桁右にシフ

トしていた。一方、COS-Y128S、COS-S333del に加えて COS-T273M では

COS-WT に比べて AVP にも OPC5 にも部分的な用量依存性の cAMP 蓄積を呈

した。COS-WT と同様 OPC5 への反応は AVP への反応より右にシフトしてい

た。COS-T273M での最大反応は COS-WT のものより低かったが、COS-Y128S、

COS-S333del よりは高かった。COS-T273M、COS-Y128S、COS-S333del が、

細胞膜において作用する AVP が cAMP 蓄積を生じた事実は、免疫染色では検出

困難であるものの、各変異体の少なくとも一部が細胞膜に発現していることを

示唆する。このため各変異体の膜発現レベルを ELISA で定量化した。ELISA

での検討で各変異体は少なくとも一部細胞膜に存在することが示された（図

3-A）。さらに、AVP の Emax と OPC5 の Emax がほぼ等しいという実験結果

（検討した範囲で OPC5 が飽和濃度に達していない S333del 変異を除く）は、

過去の報告と異なり、変異体においても、OPC5 が細胞膜に存在する V2R を活
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性化して cAMP 蓄積を生じていることを強く示唆している。 
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図 3 

（A）ELISA による野生型 V2R と V2R 変異体の細胞膜での受容体発現量測定。COS7

細胞（0.8× 106 個）に野生型 V2R と V2R変異体を一過性発現させた。それぞれ

の myc tag 付き V2R を含有する pcDNA3 を 0.2μg ずつトランスフェクションし

た。24時間後に細胞を 1 wellあたり 0.33× 10５ 個で 24 wellディッシュにま

き直し、48 時間後に実験方法に記載されたやり方で細胞表面 ELISA によって細

胞膜での各々の受容体タンパクの発現レベルを測定した。データは triplicate

実験から得られ平均±SDで示した。 

（B）野生型 V2R と V2R 変異体を発現した COS7 細胞での AVP あるいは OPC5 によ

る cAMP 蓄積に対するペプチドアンタゴニストの効果。野生型 V2R（ダイヤモン

ド型）、V2R変異体（V2R-T273M；四角、V2R-Y128S；三角、V2R-S333del；丸）を

発現した COS7細胞を図 2-Bのように調整した。48時間後に 1 mMの IBMXを入れ

た assay medium で洗浄し、10 nM AVP あるいは 100 nM OPC5 と、1μM から 10

μMまでの各濃度のペプチドアンタゴニスト（図3-C）を含んだ無血清培地で37℃

で 30 分間温置した。cAMP 蓄積は実験方法に記載のように測定した。データは

triplicate実験から得られ平均±SDで示した。 

（C）ペプチドアンタゴニストの構造式。 

（D）野生型 V2R と V2R 変異体を一時的発現させた MDCK 細胞での AVP あるいは

OPC5 による cAMP 蓄積に対するペプチドアンタゴニストの効果。野生型 V2R と

V2R 変異体を一過性発現させた MDCK 細胞（MDCK-WT、MDCK-T273M、MDCK-Y128S）

を図 2-Bのように調整した。48時間後に 1 mMの IBMXを入れた assay medium で

洗浄し、MDCK-WT と MDCK-T283M には 10 nM AVP あるいは 100 nM OPC5 と 10μM

のペプチドアンタゴニスト、MDCK-Y128Sには 100 nM AVP あるいは 1μM OPC5と

10μMのペプチドアンタゴニストを含んだ無血清培地で 37℃で 30分間温置した。

cAMP蓄積は実験方法記載のように測定した。データは triplicate実験から得ら

れ平均±SDで示した。 
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ペプチドアンタゴニストは OPC5 による cAMP 蓄積をほぼ完全に抑制する 

OPC5 による cAMP 蓄積が細胞膜で惹起されていることをさらに確認するた

め 、 ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト [Adamantaneacetyl]1,O-Et-D-Tyr2, Val4, 

Aminobutyryl6, Arg8,9]-Vasopressin（図 3-C）の有無での cAMP 蓄積を検討し

た。このアンタゴニストは 10 nM AVP あるいは 100 nM OPC5 による cAMP

蓄積を用量依存性に阻害した。10μM の濃度では COS-WT、COS-T273M、

COS-Y128S、COS-S333del いずれでも AVP あるいは OPC5 による cAMP 蓄積

をほぼ完全に阻害した（図 3-B）。OPC5 が細胞内で変異受容体をそのまま活性

化していると報告した論文(63)では、同様の実験を MDCK 細胞で行っていた。

細胞の種類によって結果の差異が生じた可能性を除外する目的で、MDCK 細胞

においてもペプチドアンタゴニストの cAMP 蓄積への効果を検討した。Myc tag

を付した野生型 V2R（WT-V2R）、T273M-V2R、Y128-V2R を発現した MDCK

細胞でも同様の結果が得られた（図 3-D）。しかし S333del-V2R を発現した

MDCK 細胞では AVP によっても OPC5 によっても cAMP 蓄積が見られなかっ

たので、cAMP 蓄積阻害は確認できなかった。これは少なくとも一部、MDCK

細胞では、より高濃度のアゴニストを必要としたことによると推測された。 

COS7 細胞での結果と、WT-V2R、T273M-V2R、Y128S-V2R を発現した

MDCK 細胞での結果は、OPC5 が野生型 V2R のみならず V2R 変異体を細胞膜
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で活性化していることを強く示唆する。 

 

OPC5 は pharmacochaperone として V2R 変異体の成熟を促進させる 

膜透過性の非ペプチドリガンドの中にはpharmacochaperoneとしてERに留

まる V2 変異体を成熟させ細胞膜へ輸送させるものがあることが、これまで報告

されている(42, 43)。最近我々の研究室では OPC3 と OPC4 が antagonist 

pharmacochaperone として NDI 変異体を成熟させることを報告した(53)。

OPC5 も膜透過性の V2R リガンドの一つであることから、pharmacochaperone

として作動する可能性を考え検討した。 

myc tag を付した WT-V2R を過剰発現させ、可溶化したサンプルの

immunoblotting では、約 50kDa の GPCR の位置に成熟 V2R タンパクと想定

されるバンドが検出されるが、myc tag 付き V2R 変異体ではこのバンドは検知

困難だった。この各変異体に OPC4 で長期間処理すると劇的に約 50kDa のバン

ドが増強された。それよりは弱いが、OPC5 で長期間処理すると約 50kDa のバ

ンドが有意に増強された（図 4-A）。成熟タンパク質より小さい未成熟タンパク

は約 36~40kDa の位置に存在するとの報告があるため(70)、OPC4 と OPC5 処

理による未成熟タンパクの減少を検討したが、同部位周辺は広範囲にバンドが

広がっており、特定のバンドは同定困難であった。COS7 細胞や HEK293 細胞、
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より生理的な MDCK 細胞に一過性発現あるいは安定発現させて同様の実験を

繰り返したが、未成熟タンパクのバンドを鮮明には検出できなかった。 

成熟度を評価するには不十分な結果であったが、図 4-A の実験ではクマシー

染色で各サンプルのタンパク量がほぼ同じに見え、OPC4 や OPC5 処理によっ

て細胞全体で合成タンパク量が増えた可能性は除外され、抗 myc 抗体で免疫ブ

ロットしていることから、約 50kDa の GPCR の位置は V2R と推定される。こ

れは OPC5 が少なくともこの 3 つの変異体で成熟した V2 受容体変異体タンパ

クを増加させるという考えを支持するデータと推測された。 
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図 4 

（A）OPC4 と OPC5 の変異 V2R に対する成熟効果。HEK293 細胞に lipofectamine 

2000 を使って myc tag 付き野生型 V2R あるいは V2R 変異体をトランスフェクシ

ョンした。これらの細胞に 10μM OPC4、10μM OPC5あるいは溶媒のみ（0.1% DMSO）

を加えて 16 時間 37℃で培養した。細胞溶解物は実験方法で記載したように抗

myc抗体で免疫ブロットして分析した。 
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（B）野生型 V2R と V2R 変異体を発現した COS7 細胞の免疫染色。染色開始の 16

時間前に 10μM OPC4 か 10μM OPC5 か溶媒を加え、野生型 V2R と V2R 変異体を

発現した COS7細胞の免疫染色を行った。抗 myc抗体で染色した。 

（C）AVPあるいは OPC5 長期投与の、V2R 変異体の細胞膜発現への影響。野生型

V2R や V2R 変異体を発現した COS7 細胞を図 3-A のように用意し、32 時間後に 1

μM AVPあるいは 10μM OPC5を添加し、48 時間後から実験方法に記載したよう

に ELISAで各受容体の細胞膜での発現量を調べた。データは triplicate 実験か

ら得られ平均±SDで示した。 
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免疫染色では OPC5 処理で V2R 変異体の膜発現は明らかな増加を呈さない 

OPC5 で変異体 V2R が成熟するならば、OPC5 処理で細胞膜へ輸送された結

果、変異体の細胞膜での発現が増えることが推測される。しかし OPC4 と異な

り OPC5 では免疫染色で本効果は明らかでなかった（図 4-B）。そこで、定量解

析のため細胞表面の ELISA を施行した。AVP を長時間処理すると WT-V2R も

いずれの V2R 変異体も細胞膜での発現が減少した（図 4-C）。これは AVP の長

時間処理で、脱感作経路が作動し受容体が内在化(internalization)したためと推

定される。OPC5 を長時間処理すると WT-V2R の細胞膜発現は減少した。

T273M-V2R では細胞膜発現は減少したが、AVP 処理より有意に軽度の減少で

あった。一方 Y128S-V2R と S333del-V2R では細胞膜発現は増加していた。こ

れは OPC5 が AVP と同様に脱感作経路を作動させるが、その脱感作効果を相殺

する pharmacochaperone 効果があるという考えを支持するデータである。これ

と異なる考えとして、OPC5 による脱感作効果が AVP の脱感作効果に比べて弱

いという可能性があるため、次に OPC5 の脱感作効果について検討を行った。 

 

OPC5 は AVP と同様にβarrestin を細胞膜へ動員する 

脱感作経路の重要なステップである細胞膜へのβarrestin の動員に注目した。

受容体にアゴニストが結合して活性化すると、G タンパク質共役型受容体キナ
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ーゼによって受容体のC末端近傍がリン酸化され、そこにβarrestinが結合し、

さらに受容体内在化機構が集合し、受容体の内在化が進行する。AVP 処理と同

様 OPC5 処理すると COS-WT と COS-T273M の膜分画でβarrestin は著明に

増加した（図 5-A）。COS-Y128SとCOS-S333delでも同様の現象が惹起された。

各受容体で AVP と OPC5 によるβarrestin の動員はほぼ同程度であり、同程度

に脱感作作用を生じると推定される。なお図 4-C で WT-V2R に対する AVP と

OPC5 に よ る 細 胞 膜 発 現 減 少 の 程 度 が 有 意 に 異 な る が 、 こ れ は

pharmacochaperone の中には野生型の GPCR に対しても細胞膜での発現を増

加させるものがあることが報告されており(35-41)、OPC5 が WT-V2R に対して

も pharmacochaperone 効果を有する可能性を示唆している。AVP と OPC5 の

脱感作効果が異なる可能性よりは、上述のようにβarrestin の動員量がほぼ同

程度であり、脱感作効果は同様であるが、OPC5 にはそれを相殺する

pharmacochaperone 効果があるという考えを支持するデータと推測される。 
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図 5 

（A）AVP あるいは OPC5 刺激によるβarrestin の膜分画への移動。COS7 細胞（1.6

× 106 個）に野生型 V2Rと V2R変異体を一過性発現させた。それぞれの myc tag

付き V2R を含む pcDNA3 0.4μg ずつと GFP tag 付きβarrestin 0.04μg をトラ

ンスフェクションした。48 時間後に 1μM AVP か 10μM OPC5 で 20 分間処理し、

実験方法に記載したように細胞を回収した。 

（B）野生型 V2R と V2R 変異体での AVP あるいは OPC5 刺激による ERK1/2 リン酸

化。12 well のディッシュにまいた COS7 細胞（0.4× 106 個）に野生型 V2R と

V2R変異体（それぞれの myc tagつき V2Rを含む pcDNA3 1 ngずつ）をトランス

フェクションした。32時間後に無血清培地に変えて培養し、48時間後に 1μM AVP

あるいは 10μM OPC5 で刺激した。サンプルは集められ、実験方法で記載したよ

うに免疫ブロットした。 
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OPC5 は AVP と同様に ERK1/2 をリン酸化する 

次に OPC5 処理によって他のシグナル経路はどうなるのか検討した。1μM の

AVP のみならず、10μM の OPC5 は COS-WT、COS-T273M、COS-Y128S、

COS-S333del で ERK1/2 をリン酸化する（図 5-B）。COS-WT、COS-T273M に

対して、10μM のペプチドアンタゴニストは 10 nM の AVP と 100 nM の OPC5

による ERK1/2 リン酸化を部分的に阻害した。一方 COS-Y128S、COS-S333del

では 10 nM の AVP と 100 nM の OPC5 では ERK1/2 のリン酸化を認めなかっ

たため、ペプチドアンタゴニストによる阻害を確認できなかった（データ非掲

載）。COS-WT、COS-T273MでペプチドアンタゴニストがOPC5によるERK1/2

リン酸化を部分的に阻害したことは、OPC5 が細胞膜で作用していることを支

持する。 

 AVP 刺激による ERK1/2 のリン酸化がどのような経路で起こるかは未だ解明

されていない。私が実験で主に使用した COS7 細胞に関しては Gs 経路で生じた

cAMP が ERK1/2 をリン酸化させることが明らかとなっているが、Gs 由来のβ

γサブユニットが関与しているかどうかなどその下流シグナルについてはほと

んど解析されていない。また COS-WT に対し百日咳毒素（PTX：Gi のαサブ

ユニットを ADP リボシル化し、受容体との相互作用を遮断することで Gi を選

択的に抑制する）を処理しても、AVP（10nM、100nM）、OPC5（100nM、1
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μM）による ERK1/2 のリン酸化は阻害されなかった。すなわち、COS7 細胞

においては ERK1/2 のリン酸化に Gi 経路は関与しないと推定された。しかし、

CHO細胞に野生型V2Rを一過性発現させて同様の実験を行うとAVP 10 nMで

は 80%、AVP 100 nM では 60%、OPC5 100 nM、1μM で 50%程度まで ERK1/2

のリン酸化が抑制され、CHO 細胞においては Gi 経路（βγ含む）が一部関与

していることが示唆された。一方、HEK293 細胞を使った実験系で、Gαs、G

αi、Gαq、Gβγのいずれも ERK1/2 のリン酸化には関与しておらず、β

arrestin が関与しているという結果を報告した研究グループも存在するが、研

究途上である (71, 72)。このように細胞の種類によって関与している経路が異

なり、実際の生理的条件ではどの経路が関与しているかはまだほとんど解明さ

れていない。 

また、V2R を介する ERK1/2 のリン酸化はアクアポリン 2 のリン酸化や細胞

増殖、アポトーシスなどに関与しているとも報告されているが(71, 73)、正確に

in vivo でどのような役割をしているかはいまだ未解明である。最近、多発性嚢

胞腎の発達において V2R が関与していることや、種々の腫瘍細胞で V2R の発

現が認められていることから、異常な細胞増殖や分化に関わっている可能性も

想定される(72)。 
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OPC5 は WT-V2R のみならず V2R 変異体の脱感作と内在化を惹起する 

これまでのデータに基づくと、OPC5 は pharmacochaperone 作用を持つと同

時にアゴニストとして作用し、WT-V2R だけでなく V2R 変異体の脱感作と内在

化をもたらすと推定される。OPC5の脱感作作用を裏付けるため、COS7にK44A 

dynamin（dominant negative dynamin）を WT-V2R や V2R 変異体と共発現

させることでアゴニストによる受容体内在化を阻害できるかを検討した。

dynamin は受容体が脱感作されて内在化する際のエンドサイトーシスの出芽を

担う。Dominant negative dynamin である K44A dynamin は受容体内在化機構

の集合を阻害することなく、エンドサイトーシス小胞の pinching-off を阻害す

ることで、アゴニスト刺激あるいは恒常的な受容体内在化を阻害することが示

されている(74, 75)。 

AVP 処理、OPC5 処理いずれの場合においても、WT-V2R、T273M-V2R、

Y128S-V2R の細胞膜での発現減少を K44A dynamin は少なくとも部分的に回

復させた（図 6-A）。一方で、S333del-V2R についてはこの効果は明らかでなか

った。以上の結果は OPC5 が WT-V2R、T273M-V2R、Y128S-V2R を脱感作さ

せて内在化をもたらすことを意味している。S333del-V2R では有意差がなく、

受容体内在化の裏付けができなかったが、AVP による WT-V2R の膜発現減少を

K44A dynamin が完全には抑制しなかったことから、K44A dynamin による受
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図 6 

（A）V2R 変異体に長期間 1μM AVP、10μM OPC5、OPC3、OPC4 を添加した際の細

胞膜 V2R 発現と、dominant negative dynamin K44A の効果。図 3-Aのように V2R

を一過性発現させた COS7 細胞を調整した。この際 0.02μg の K44A dynamin を
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同時にトランスフェクションしたものとしていないものを調整した。32 時間後

に上述の濃度の AVP、OPC5 を添加し、48 時間後から実験方法に記載したように

ELISA で各受容体の細胞膜での発現量を検討した。データは triplicate 実験か

ら得られ平均±SDで示した。 

（B）AVPまたは OPC5 の前処理の有無による AVP、OPC5 刺激による cAMP 蓄積へ

の影響。COS7 細胞（1.6× 106 個）に野生型 V2R と V2R 変異体を、それぞれの

myc tag を付した V2R を含む pcDNA3 を 0.4μg ずつトランスフェクションした。

24時間後に細胞を 1 well あたり 0.33× 10５ 個で 24 wellディッシュにまき直

し、[3H]adenine (2 μCi/ml, GE healthcare)を加えた。32時間後に、1μM AVP

あるいは 10μM OPC5 を添加した。48時間後に 1 mMの IBMXを含む assay medium

で洗浄し、1μM AVP あるいは 10μM OPC5 を加えた無血清培地で 37℃、30 分間

温置した。cAMP蓄積は実験方法で記載したように測定した。データは triplicate

実験から得られ平均±SDで示した。 
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容体内在化の抑制が部分的であることによる可能性が考えられる（図 6-A）。ま

た、各受容体で K44A-dynamin の阻害効率が異なっている可能性も推測される。 

 

OPC5 は V2R 変異体の持続的 cAMP シグナルを作動させる 

以上の結果に基づくと、V2R 変異体への OPC5 の効果は pharmacochaperone

効果と脱感作効果のバランスを反映すると推測される。そこで、NDI 患者への

治療の観点から、OPC5 を長期間処理した後の cAMP 蓄積に注目した。長期間

処理した際の cAMP 蓄積が臨床的に水チャネルを管腔側へ輸送させると想定さ

れる。COS-WT では AVP、OPC5 いずれにおいても長期間処理後の再投与によ

り cAMP 蓄積が減少した。これは薬剤の前投与による脱感作で受容体の細胞膜

発現量が減少したことに一部起因していると考えられる。COS-T273M では

AVP も OPC5 も前投与により cAMP 蓄積が減少したが、AVP に比して OPC5

による減少は軽度であった。COS-Y128S では AVP 処理の場合前投与があると

有意に cAMP 蓄積が減少したが、OPC5 処理では前投与の有無で cAMP 蓄積量

は変化しなかった。COS-S333del では AVP 処理の場合前投与があると有意に

cAMP 蓄積が減少したが、OPC5 処理では前投与で cAMP 蓄積が増加した（図

6-B）。これらの結果から AVP とは異なり、OPC5 は少なくとも一部の V2R 変

異体に対して長期処理による持続的な cAMP シグナルを惹起させることを可能
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にするといえる。これは NDI 患者の少なくとも一部にとって効果が期待される

治療オプションとなろう。 
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考察 

本研究において、基礎 AVP 分泌が高値であることを端緒に部分型 NDI と診

断された 4 歳の患者から新たな V2R 変異を同定した。また、新たな V2R 変異

体の機能を分析する過程で、OPC5 という V2R リガンドの agonist 

pharmacochaperone という新たな側面を明らかにした。最近、OPC5 は小胞体

内に留まる NDI の原因の変異 V2R を、成熟を助ける作用は有さないまま、細

胞内で変異受容体を活性化するとの、通常の GPCR 作用機構のドグマとは異な

る興味深い報告がなされていた(63)。今回の新たな変異体はすでに報告した二つ

の変異体(53)と同様に小胞体にも存在するため、OPC5 がこの変異体の治療に有

望であることが期待された。しかしながら、我々の検討では、実際新規の変異

体を含む 3 つの部分型 NDI 変異を発現させた細胞で OPC5 は cAMP を蓄積さ

せたが、ペプチドであるAVPによる cAMP蓄積とほぼ同程度であった。さらに、

細胞内に移行しないペプチドアンタゴニストが 3 つの変異 V2R を発現させた細

胞で OPC5 による cAMP 蓄積を用量依存性に阻害したことは、OPC5 が AVP

と同様に細胞膜に存在するV2Rを活性化して cAMPシグナルを作動させ得るこ

とを示していた。更に、OPC5 は細胞膜に発現した V2R 変異体を脱感作する非

ペプチドアゴニストとして機能するのみならず、小胞体に留まる変異体を成熟

させ細胞膜に輸送する pharmacochaperone として機能することが明らかとな

っ た 。 臨 床 的 な 治 療 の 視 点 か ら す る と 、 脱 感 作 効 果 を 相 殺 す る
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pharmacochaperone 効果こそが、V2R 変異体のシグナルを持続させると考えら

れた。 

 

V2R 変異は細胞膜発現低下と機能の質的低下をもたらす 

 図 3-A では新たに発見した変異体 T273M の細胞膜発現量は WT-V2R の 6 割

ほどあるが、図 2-B で T273M の cAMP 蓄積量は WT-V2R の 5 割弱である。ま

た図 3-A では Y128S-V2R よりも S333del-V2R の方が細胞膜発現量は多いにも

関わらず、図 2-B の cAMP 蓄積量は S333del の方が少ない。このことは、各変

異体は細胞膜での発現が減少しているが、それ以外に変異受容体の機能が質的

も低下していることを示唆する。Binding assay 等による検討は行っていないが、

アゴニストの親和性低下やＧ蛋白質との共役障害など、他の要因も二次的に関

与することが予想される。 

 

OPC5 は V2R 変異体の治療選択肢として期待される 

Pharmacochaperone効果の観点から、OPC5はOPC4よりもその効果は弱い。

しかし、OPC5 がアゴニストとして機能する点は NDI 患者の治療には有利であ

ることも推測される。Antagonist pharmacochaperone である OPC3 と OPC4

は affinity が高いため、V2R 変異体を成熟させ細胞膜へ移動させた後に、AVP
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で容易には置換できない(57, 58)。 

OPC5 には pharmacochaperone 作用とアゴニスト作用があるが、その

pharmacochaperone 効果とアゴニストとしての脱感作効果のバランスを考察

することは重要である。図 4-A から 3 つの変異体で pharmacochaperone 効果

に特に大きな差はないこと、脱感作効果は各受容体の残存機能と関連して見え

ることから、OPC5 はより弱い変異体に相対的により強い pharmacochaperone

効果をもたらし、強い変異体には相対的に pharmacochaperone 効果が弱いと考

えられる。詳しく述べると、T273M-V2R は cAMP 蓄積の観点では最も強い機

能があり、OPC5 の長期投与で最も脱感作され、結果的に pharmacochaperone

効果は相対的に弱く表現される。一方 Y128S-V2R や S333del-V2R では cAMP

産生能力が弱いが、 OPC5 ではほとんど脱感作されず、結果的に

pharmacochaperone 効果が強くあらわれる。他の NDI 変異ではこの脱感作と

pharmacochaperone 効果のバランスは評価していないが、少なくともこの 3 つ

の変異体での傾向は治療戦略の観点で重要であるかもしれない。すなわち、

pharmacohcaperone 効果が脱感作効果を相殺することで、V2R 変異体のシグナ

ルが持続可能となると期待される。 

 現在腎性尿崩症の根治治療は困難であり、経験的にサイアザイド系利尿薬や

インドメタシンなどの非ステロイド系抗炎症薬が併用されており、大量の
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dDAVP でごくわずかな治療効果がみられるものもあるが、十分な効果は得られ

ていない。OPC5 は動物実験の段階(59-62)で、開発が中断している状況のため、

ヒトへの臨床応用はまだ未定であるが、図 6-B で OPC5 の長時間処理により

Y128S 変異体の cAMP シグナルがベースラインの約 3 倍を維持していることか

ら、少なくとも一部の V2R 変異体に対しては、OPC5 あるいは類似の V2R 

agonist pharmacochaperone が有望な治療選択肢になりうると考えられる。本

研究の検討では COS7 細胞に変異受容体を一過性に過剰発現させており、実際

の NDI 患者での受容体発現状況とは異なる可能性があり、また OPC5 の投与量

によっては副作用が出る可能性もあるが、実際の治療応用への足掛かりになる

ことを期待したい。 

 

OPC5 は protean agonism を呈する 

OPC5はより弱い変異体に相対的により強いpharmacochaperone効果をもた

らしていたが、これは OPC5 が WT-V2R や各々の V2R 変異体に対して薬理学

的に異なる作用をしていることを意味し、protean agonism の一例と言える(7, 8, 

18, 76)。protean agonism のコンセプトは作用する相手により望ましいシグナ

ルを出させ、望ましくないシグナルを出させない適切なリガンドの開発におい

て重要と考えられる。 
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Limitations 

OPC5 の pharmacochaperone 効果としてタンパクの成熟を評価する実験（図

4-A）で、私の検討では未成熟タンパクのバンドが検出困難であり、また成熟タ

ンパクのバンド自体も他の実験グループの結果(64, 70)よりも不明瞭であった。

transfection 効率の違い、抗体の違いなどの影響が考えられ、条件を変えて再検

する余地がある。また、成熟タンパクは複雑に糖鎖が修飾されているのに対し、

未成熟タンパクは高マンノース糖鎖付加である。このことから、他の研究グル

ープでは Endo H（高マンノースのキトビオースコア内部や N 結合型ハイブリ

ッドオリゴ糖内部を切断するグリコシダーゼ）処理で成熟タンパクは切断され

ずに量が変わらないのに対し、未成熟タンパクは切断されて量が減ることを検

討し報告している(64, 70)。未成熟タンパクのバンドが検出できなかったためこ

の実験は行わなかったが、グリコシダーゼ処理によりバンド分布が劇的に変化

すれば、そこから未成熟タンパクを特定できる可能性もあり、今後施行を検討

したい。 
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GPCR の変異について 

 最後に、我々の研究室ではこれまでいくつか GPCR の変異を報告しているが、

個別の変異から GPCR の変異全体について考察されることを述べる。 

GPCR の変異について 2 つの概念が重要と考えている。①活性化は必然的に

不安定性を生む。②活性化と不活性化は同一のもの。これは軽いゆらぎは活性

化を生み、強いゆらぎは不安定性のために不活性化を生むということを意味す

る。すなわち、野生型の正常な受容体は安定して存在しているが、変異の存在

により少しその構造にゆらぎが生じると活性化し、ゆらぎが大きすぎると不安

定となり、分解され、発現量が減少して不活性化変異になるのではないかと推

測している。 

部分型 NDI を起こす種々の変異についても、これまでその原因について親和

性の低下や細胞膜発現の低下の可能性などが報告されているが(50)、こうした解

釈は必ずしも真実を示しているとは限らないことも考えられる。例えば、実験

でアゴニストの用量反応曲線が図 7-A のようになると、親和性の低下と考えら

れがちで、図 7-B のようになると受容体発現量の減少が考えられがちである。

しかし、現実には受容体はエフェクターを活性化するのに必要な量よりも大過

剰が存在するため、効果は見かけ上飽和し、本来は変異体の発現量が減少して

いても、実験結果では親和性の低下のように見えてしまうことがあり得る（図
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7-C）。また、単一の原因でなく、受容体の数も質も低下している可能性があり、

GPCR の変異を実験結果から画一的に分類したり、変異の起こった場所から原

因を推定したりするのはあまり意味がないとも推測される。むしろ GPCR の変

異については、軽いゆらぎは活性化を生み、強すぎるゆらぎは不活性化を生む

という概念でとらえるのが良いと思われる。先に同じ部位での変異である R137

が変異の仕方によって活性化変異と不活性化変異を起こすことを述べたが(52)、

これはその例である可能性も考えられる。活性化変異と不活性化変異は逆のベ

クトルなのではなく、同一のものと言える（図 7-D）。 
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図 7  

（A）～（C）アゴニストの用量反応曲線 

（D）GPCR の活性化変異と不活性化変異の概念図 
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