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メラノコルチン 4受容体(MC4R)は中枢神経系に発現し、αメラニン細胞刺激

ホルモン(α-MSH)によるエネルギー恒常性の維持を媒介するGタンパク質共役

型受容体(GPCR)である。メラノコルチン 2 受容体アクセサリータンパク質

2(MRAP2)はMC4R の機能を調節する膜タンパク質である。ヒト、マウスにお

いて MC4R および MRAP2 遺伝子の多型、変異、欠失は肥満と関連すること

が知られている。本研究は、ネコにおける肥満の分子メカニズムの解明および

遺伝子診断法の開発のため、MC4RおよびMRAP2の機能、肥満との関連につ

いて明らかにすることを目的として、一連の実験を行った。 

第 1章では対象分子の基礎的知見を得るために、ネコMC4RおよびMRAP2

遺伝子の cDNAクローニングおよび RT-PCRによる各組織のmRNA発現解析

を行った。cDNAクローニングによりネコMC4RおよびMRAP2の完全長

cDNA配列を明らかにした。cDNAから予想されるアミノ酸配列は全体を通し

て他の哺乳類のMC4RおよびMRAP2と高い相同性を示した。ネコMC4Rに

おいては GPCRおよびメラノコルチン受容体(MCR)に特徴的なモチーフ構造

が保存されており、MC4RおよびMRAP2共に膜貫通領域では特に高い相同性

を示した。これらのことから、ネコにおいてもMC4RおよびMRAP2遺伝子

は保存されており、それぞれ受容体、膜タンパク質として機能していることが

示唆された。一方、ネコMRAP2の C末端にはヒト、マウス、ラットには存在

しない N結合型糖鎖付加予測部位が存在しており、ヒト、マウス、ラットと異

なる機能を有しているかもしれない。RT-PCRによりネコMC4R および

MRAP2 mRNAは共に中枢神経系で高い発現を示した。この結果は他の哺乳類

の発現様式と類似している。以上のことから、ネコMC4Rは中枢神経系にてメ

ディエーターとして機能し、MRAP2は膜タンパク質として受容体機能を修飾

している可能性が示された。次いで、MC4R の受容体機能の解析、MRAP2 の

相互作用解析、新規糖鎖付加部位の解析を行っていく必要がある。 

第 2章ではネコMC4RおよびMRAP2の機能解析への足がかりとして、

MRAP2の糖鎖付加およびMC4R–MRAP2間の相互作用解析を行った。N結

合型糖鎖付加予測部位に変異を導入した発現ベクターを用いてMRAP2の糖鎖

付加状態を評価した結果、哺乳類で共通して見られる C末端の予測部位(N9)

および N末端の新規予測部位(N175)の両部位で糖鎖付加を受けていることが



明らかになった。ヒトMRAP2における N9の糖鎖付加状態はMC2Rのシグナ

ル伝達調節機能に関与していることが知られており、ネコにおいてもN9、N175

の糖鎖付加状態がMRAP2 の機能に関与しているかもしれない。また、MRAP2

のホモログであるMRAP1において N末端が細胞外のタンパク質と C末端が

細胞外のタンパク質が混在する逆トポロジー構造を取ることが知られている。

N結合型糖鎖付加は粗面小胞体膜の管腔側でのみ起こることから、今回の膜貫

通領域を挟んだ N末端および C末端の両部位での糖鎖付加は、MRAP2 が逆ト

ポロジー構造を取ることを示唆している。また、共免疫沈降法および NanoBiT

法による相互作用解析により、ネコMC4R–MRAP2間の相互作用の生細胞に

おける経時的変化を初めて報告した。ネコMC4RおよびMRAP2は基底状態

から結合しており、MC4Rのリガンドである α-MSHの添加は相互作用にわず

かな影響を与えた。α-MSHの結合によるMC4Rの構造の変化がこれらの相互

作用に影響したのかもしれない。以上のことから、ネコにおいてもMRAP2 が

MC4Rの近傍にてシグナル伝達を調節し、MRAP2における糖鎖付加部位がそ

の機能を修飾している可能性が示された。今後は、MC4RにおけるMRAP2 の

役割を糖鎖付加も含め、シグナル伝達解析等でより詳しく明らかにしていく必

要がある。 

第 3章ではネコMC4RおよびMRAP2の機能の解明を目的として、ルシフ

ェラーゼレポーターアッセイ法による様々な条件下でのMC4Rシグナル伝達

解析を行った。また、MRAP2の受容体調節メカニズムの解明を目的として、

NanoBiT法によるMC4Rのホモ二量体化の解析を行った。一時的にMC4Rを

発現させた CHO-K1細胞において、α-MSHの添加はMC4Rを介した細胞内

cAMP産生を用量依存的に増加させた。得られた EC50値はヒトMC4Rと類似

しており、ネコにおいてもMC4Rが α-MSHの受容体として機能していること

が示唆された。また、ネコMRAP2の共発現は、MC4Rを介した cAMP産生

を増強し、MC4Rの EC50値を減少させ、ヒトMRAP2同様、α-MSHのMC4R

に対する親和性および内活性を調節している可能性が示された。糖鎖付加部位

に変異を導入したMRAP2 を共発現させたところ、C末端における糖鎖付加部

位(N175)のアスパラギンをグルタミンに置換させた非糖鎖付加 N175Q 変異は、

野生型と比較して、MC4Rを介した細胞内 cAMP産生を有意に高めた。N175



の糖鎖付加状態はMRAP2 の機能に関与している可能性があり、N175 をもつ

動物種と持たない動物種でMRAP2の機能に差があるかもしれない。NanoBiT

法により、MC4Rは基底状態でホモ二量体を形成し、α-MSHの添加は二量体

形成に影響しないことが明らかになった。ヒトにおいて変異導入によるMC4R

ホモ二量体形成阻害がMC4Rのシグナル伝達を増強することが報告されてい

る。加えて、MRAP2 のホモログであるMRAP1において、MRAP1の発現が

MC5Rのホモ二量体形成を阻害することが知られている。これらのことから、

MRAP2によるMC4Rホモ二量体形成の阻害がMC4Rのシグナル伝達の増強

のメカニズムであると仮説が立てられている。この仮説を証明するために、

MRAP2を共発現させMC4Rホモ二量体形成への影響を NanoBiT法により調

べた。しかしながら、MRAP2の共発現は MC4R ホモ二量体形成に影響せず、

MRAP2によるMC4Rシグナル伝達の調節にはリガンド結合など他のメカニズ

ムが存在していると考えられ、さらなる検討が必要である。 

第 4章ではネコMC4RおよびMRAP2遺伝子がエネルギー恒常性に関与し

ているかを評価するために、MC4RおよびMRAP2 遺伝子における一塩基多型

(SNP)タイピングを行い症例対照研究により、ボディコンディションスコア

(BCS)と SNPの関連について解析した。MC4R遺伝子の 3’非翻訳領域に認め

られた c.*452C/TおよびMRAP2遺伝子の 3’非翻訳領域に認められた

c.*543T/Gにおいて正常群および過体重群のネコで遺伝子型頻度の傾向が異な

り、過体重群において c.*452T>C、c.*543G>T の頻度が高かった。本研究では

これらの SNPの機能的意義について評価することはできなかったが、3’非翻訳

領域は、mRNAの安定性、局在、翻訳の制御などに関与していることが知られ

ており、c.*452T>C、c.*543G>TではmRNAの発現様式が異なるなど何らか

の機能的意義を有するかもしれない。今後はこれらの SNPの機能的意義の解

明していく必要がある。以上のことから、今後更にサンプル数を増やしていく

必要があるものの、MC4RおよびMRAP2がネコにおいても体重制御に何らか

の役割を有している可能性が示された。また、これらの SNPは遺伝子診断法

による肥満体質の早期診断における診断マーカー候補となり得る。 

近年、ヒトゲノムワイド関連解析(GWAS)により非常に多くの肥満関連遺伝

子が同定され、肥満の分子メカニズムの理解が急速に進んでいる。中でも



MC4Rは非常に強い肥満との関連が知られており、数多くの研究がなされてき

た。MRAP2についても近年MC4Rとの相互作用が明らかになり、新たな体重

制御因子として注目されている。しかしながら、ネコにおいては肥満の分子メ

カニズムに関する報告は非常に少ない。一方、獣医領域においても肥満および

それが要因となって起こる非感染性疾患(NCDs)は大きな健康問題となってお

り、肥満の予防法・治療法の確立は獣医療における喫緊の課題である。本研究

ではネコMC4RおよびMRAP2の一次構造とmRNA発現様式、MC4Rの受容

体機能、MC4R–MRAP2 間の相互作用、MRAP2の糖鎖の機能、MC4Rのホモ

二量体化、MC4RおよびMRAP2の SNPと肥満との関連について明らかにし

た。MC4Rはエネルギー恒常性における重要性から創薬研究の標的分子として

注目されており、今回得られた知見は肥満の治療薬など、新規治療法の開発を

行う上で基盤になると思われる。また、MRAP2 によるMC4R調節機能の解析

は新たな受容体調節メカニズムの解明につながるかもしれない。また、同定さ

れた 2つの SNPは遺伝子診断法による肥満体質の予測に有用であると考えら

れる。他の肥満関連遺伝子と合わせ、精度の高い診断が可能になれば、発症前

に肥満体質を予測し、幼少期からの食餌・運動管理により、肥満および NCDs

のリスク低減が可能となり、動物の生活の質の向上に大きく寄与するものにな

ることが期待される。 


