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研究成果の概要（和文）：中枢に高発現するメラニン凝集ホルモン受容体MCHR1は摂食・情動に関与するGPCRで
ある。3年間の研究により、以下の成果を得た。①MCHR1におけるGi/o選択的共役に重要なアミノ酸残基の特定
（細胞内第2ループの6アミノ酸、細胞内第3ループ及び第5膜貫通内の6アミノ酸）② 1次繊毛膜局在型MCHR1を介
する繊毛縮退現象の発見及びその最初期シグナルの同定　③MCHR1活性抑制因子RGS8を改変した「抗うつ」マウ
スの作出。本行動はモノアミン経路ではなく、海馬CA1神経細胞に局在する繊毛局在型MCHR1 (RGS8によるMCHR1
抑制系) を介する可能性を示唆。

研究成果の概要（英文）：Melanin-concentrating hormone receptor 1 (MCHR1) is a neuronal GPCR, which 
is implicated in the regulation of feeding and emotional processing in rodents. In this study, we 
first identified two unique MCHR1 mutants, i2_6sub and i3_6sub, which contained six simultaneously 
substituted residues in i2 loop or a combination of substituted residues in i3 loop and TM5 domain, 
respectively, selectively reduced Gi/o-sensitive PTX responsiveness. Next, I found a novel 
biological action of MCH; initiating efficient ciliary shortening in ciliary MCHR1-expressing hRPE1 
cells via Gi/o-Akt pathway. Further, we revealed that MCH increases soluble tubulin levels in the 
cell body, and coordinates actin machinery for MCHR1-mediated cilia shortening. Finally, we 
established depression-resistant mice overexpressing RGS8. Such behavior may result through 
RGS8-ciliary MCHR1 interaction in the CA1 region. These results for 3-years will pave the new way 
for elucidating the physiology of ciliary MCHR1 function.

研究分野：神経化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
摂食・代謝調節機構の研究は、肥満や摂食
障害の原因究明に寄与する重要な課題であ
る。摂食機構は「生理活性物質－膜受容体」
が機能連関した複雑系である。現在に至るま
で多くの脳内神経ペプチドが摂食調節や肥
満発症に関わっていることが報告されてき
た。その中で有望な抗肥満薬ターゲットとし
て注目を集めている分子の 1つがメラニン凝
集ホルモン  (melanin-concentrating hormone: 
MCH) であり、これは「摂食中枢」と呼ばれ
る視床下部外側野に高発現する神経ペプチ
ドである。MCH 投与は摂食亢進、体重増加
を引き起こし、MCH コンベンショナルノッ
クアウト ko マウスは摂食量が低下し体重が
20%減少する (ヤセ：lean) 表現形を示す。多
くの脳内神経ペプチドの中でも本 ko 表現系
を示すものは現在においても MCHただ 1つ
である。 

1999年、申請者はオーファン GPCRの１つ
SLC-1が MCH受容体 (MCHR1) そのもので
あることを同定し、創薬開発への突破口を開
いた。MCHR1欠損マウスも leanな表現系を
示し、MCHR1 選択的アンタゴニストは摂食
抑制効果を示す。この結果、MCHR1 の摂食
調節における重要性は高まり、抗肥満薬及び
摂食障害改善薬の標的分子として注目を集
めるに至っている。さらに、MCH-MCHR1系
はうつ様行動に対し、従来の「モノアミン仮
説」とは別経路（視床下部－下垂体－副腎軸）
で働くことも明らかとなってきた。国際特許
データベースには 200以上の選択的アンタゴ
ニスト分子が登録され、一部は臨床試験中 
である。 
申請者は 02 年から分子薬理学的研究を開
始し、100 以上の MCHR1 変異体を含めた数
多くのツールを作成し、工夫を重ねたアッセ
イ系を開発することにより、既知 GPCR研究
では得られなかった新しい構造活性相関機
構を見出してきた。一方、GPCR は単独で機
能するほか、他のタンパク質と相互作用する
ことで本来の活性を tuning する場合がある。
申請者はこれまでMCHR1結合分子を複数同
定し、受容体活性を強く阻害する作用分子に
ついては遺伝子改変動物を作成した。そこで、
生理的に重要なMCHR1を複合体として考え
た場合の活性変換についてもさらに深く追
求する必要がある。 

GPCR は通常、細胞膜に局在すると考えら
れている。ところが、近年、一部の GPCRは
1 次繊毛という、1 細胞に 1 本保有する特殊
な細胞小器官の膜に選択的に局在するとい
う報告が続いている。代表的な繊毛局在型
GPCR はソマトスタチン受容体 3、セロトニ
ン受容体 6、そして上述の MCHR1の 3分子
である。1 次繊毛とはセルセンサーとして働
き、繊毛膜に発現する受容体によって細胞は
周辺シグナルを効率良く検知して細胞内へ
と伝達する役割を持つ。1 次繊毛の生理的重
要性は、その欠損や障害が多様な疾患（肥満、

精神遅滞、多嚢胞腎疾患、バルデ・ビートル
症候群など）を引き起こすことから明らかで
ある。ヒト網膜上皮細胞由来 RPE1 細胞は数
少ない 1次繊毛を持つ細胞株である。我々は
この RPE1 細胞の 1 次繊毛膜選択的に
MCHR1:EGFP を高発現させた細胞を作出し
た。そして、この細胞に MCH を添加すると
1 次繊毛が縮退することを見出した。GPCR
リガンドにより繊毛長が縮退した例はこれ
まで報告がなく、今回が初である。BBS4-/-
マウス（肥満）では 1次繊毛が縮退し、しか
もMCHR1は 1次繊毛には存在しなくなり、
punctate状になっている。従って、「1次繊毛
の縮退」と摂食とは何らかの関連を持つこと
が考えられる。1 次繊毛局在型 MCHR1 の研
究は細胞膜局在型MCHR1の研究では見出せ
なかったような、ある種の行動につながる新
たなシグナルプラットフォームの発見につ
ながることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
① MCHR1 の構造活性相関における未解決
課題の達成 
MCHR1 の構造活性相関において、解決でき
ていない問題がいくつかある。その中で今回
は G タンパク質選択性の決定部位について
の同定を行う。 
 
② 特異な細胞小器官である「1次繊毛」にお
ける MCHR1 を介する特異なシグナリング
現象と生理作用の関係 
繊毛局在型MCHR1を介した 1次繊毛の縮退
という生物学的現象について、縮退に到るま
でのシグナル経路及び縮退の生理的意味に
ついて、培養系と個体の両方を駆使すること
で追及する。 
 
③ MCHR1活性を抑制するタンパク質の生
理的解析 (in vivo) 
G タンパク質シグナル伝達調節因子 RGS は
約 30種類が知られている。我々は以前、RGS
の中で、RGS8 が MCHR1 の第 3 ループに選
択的に結合し、受容体活性を強く抑えること
を HEK293T 細胞系にて明らかにした。そこ
で、既に作製した RGS8 遺伝子改変マウス
(RGS8tg)を用いてうつ不安に関連した行動実
験を行い、vitroで見出した MCHR1-RGS8系
の生理的意義を明確にする。 
 
３．研究の方法 
① MCHR1の構造活性相関における未解決
課題の達成 
G タンパク質選択性 (Gi/o) を決定づけるア
ミノ酸部位の同定－GPCRが複数のGタンパ
ク質に共役する例は数多いが、共役 Gタンパ
ク質により下流シグナルがまったく異なる
ため、受容体がどの Gタンパク質と結合する
かは非常に重要な問題である。しかし、GPCR
の G 選択性に関与する配列（特に Gi/o 選択
部位）について明らかにした報告は数例しか



ない。キンギョやカレイの MCHR1 は Gq と
共役するが、哺乳類MCHR1は Gi/o、Gqと共
役する。GPCRの Gタンパク質選択性がこの
ように種間で大きく異なることは珍しい。そ
こでこの特徴を活用し、ラット MCHR1の特
定のアミノ酸残基をキンギョの相同配列に
置換することで、Gi/o共役能が消失すると考
えた。つまり、Gi/oタンパク質選択性に関わ
る領域を抽出し、Gi/o偏向性に関するアミノ
酸残基を突き止める。具体的には、ラット
MCHR1-キンギョ MCHR1 の配列を比較解析
し、Flag-tag を付加した変異体をデザインす
る。その受容体を Gi/o阻害薬の百日咳毒素と
組み合わせて Flexstationにてカルシウム動員
能を測定する。これにより、Gi/o機能測定が
簡便に行える。次に、Gi/o 選択的な機能
（GTPgS結合能、cyclic AMP抑制能）を解析
し、Gi/o結合に関与する部位を決定する。最
後に、古典的なセカンドメッセンジャー測定
ではなく、統合的な細胞内応答を評価する
Dynamic mass redistribution（DMR）アッセイ
を行う。この手法により、シグナル伝達が生
じた場合の細胞形態及び分子密度の変化を
測定が可能である。 
② 特異な細胞小器官である「1次繊毛」にお
ける MCHR1 を介する特異なシグナリング
現象と生理作用の関係 
 (1) 繊毛縮退の時間濃度依存性および縮退
に関与するシグナルの解析 
申請者の持つ 100以上の変異体ストックを用
いて MCHR1を介した p-Akt亢進及び繊毛縮
退が起こらなくなる受容体を同定し、責任部
位を特定する。293細胞/CHO細胞など 1次繊
毛が退化した培養細胞に高発現した MCHR1
は Gq, Gi/oの両方に共役する。申請者は、糖
鎖付加消失型、Gq 共役偏向型、Gi/o 共役偏
向型、Gq/Gi/o 共役喪失型など様々な表現系
を示す変異体を持つ。これらを活用すること
で、シグナル誘起に必要な Gタンパク質は何
か、cAMP (cGMP?) は関係するか、もしくは
Gタンパク質に依存しないシグナルが生じて
いるのか判断する。さらに、RPE1 細胞の 1
次繊毛ではなく、Kif3A siRNA操作により、
細胞膜にMCHR1が局在する細胞を作成し、
MCH 添加によりシグナルがどのように変化
するか鋭敏化が起こるか解析する。  
(2) 個体レベルの実験。 
マウスに対し、高脂肪食長期摂取及び絶食を
行なう。各条件で飼育後、MCHR1 を特異的
に認識する抗体により、パラフィン薄切片の
免疫組織染色で海馬・側座核・扁桃体・視床
下部の各領域神経細胞のMCHR1陽性 1次繊
毛の長さ（形状）、発現箇所（1次繊毛から細
胞膜や細胞質への局在変動）、の変動を免疫
組織化学にて詳しく解析し、数値化する。 
③ MCHR1活性を抑制するタンパク質の生
理的解析 (in vivo) 
中枢特異的ラット RGS8トランスジェニック
マウス tg (RGS8tg)に対し、物理的ストレスに
よる「うつ・不安状態」を作成した場合の行

動解析を行う（5 種類を確立済）。加えて、4
週令マウスに対し、isolation test（6週間）に
よる慢性ストレス負荷をかけ、tgの反応を強
制水泳テストにより解析する。RGS8tg にお
いてMCHR1活性が抑制されていれば、行動
試験ではストレスに抵抗性を示す表現系が
期待される。tgにおいてうつ不安抵抗性が検
出された場合、MCHR1 アンタゴニスト投与
による実験を行なう。MCHR1 アンタゴニス
トが wildに比べ tgでより効かなくなれば、tg
の抗うつ不安表現系にMCHR1活性が関与す
る証拠の 1 つとなる。さらに、RGS8 発現が
亢進している脳領域についてMCHR1局在が
どのように変動しているか調べる。 
 
４．研究成果 
① MCHR1の構造活性相関における未解決
課題の達成 
本研究では Alaスキャンニングなどのコン
ベンショナルな方法ではなく、（i）種間に
おけるMCHR1のGタンパク質選択性の違
い、（ii）noncanonical な統合的シグナル測
定を用いることにより、Gi/o選択的共役に
重要なアミノ酸残基の特定を行った。その
結果、独立した 2箇所、つまり、細胞内第
2 ループ領域内の 6 アミノ酸残基、細胞内
第 3ループ領域及び第 5膜貫通領域内の 6
アミノ酸残基がそれぞれ Gi/o 活性に重要
であることを見出した。一般的に GPCRの
細胞内第 2、第 3ループ領域はアミノ酸数・
配列共にバリエーションに富んでおり、こ
の多様性がGタンパク質選択性を決定する
と考えられている。しかし、Gi/o選択的活
性における細胞内第 2ループ領域や第 5膜
貫通領域の重要性を指摘した報告は今回が
初である。細胞内第 3ループ領域において
も、本研究で同定した 6アミノ酸残基はす
べて Gi/o 選択的活性部位としては新規と
なる。 
 
② 特異な細胞小器官である「1次繊毛」に
おけるMCHR1を介する特異なシグナリン
グ現象と生理作用の関係 

MCHR1:EGFPがRPE1細胞の 1次繊毛に選
択的に高発現する細胞を用い、1 次繊毛とい
う場におけるMCHR１の機能を調べた。その
結果、MCH は効果的な 1 次繊毛縮退を引き
起こすことを見出した (EC50=0.49 nM)。縮退
効果は添加後 6 時間がピークである。また、
繊毛縮退は reversible で、MCH6 時間処理後
に除去すると、その 12 時間後には元の長さ
に戻る。次に、1 次繊毛の縮退に関与するシ
グナルについて生化学的・薬理学的な検討を
行った。その結果、MCHR1を介した Gi/o依
存的な Aktリン酸化が繊毛縮退初期における
鍵となることを明らかにした。加えて、モー
タータンパク質 Kif3A の siRNA 実験から、
MCHR1を介した Akt経路は 1次繊毛縮退に
おいて選択的に機能するシステムである可
能性を示した。 



次に、MCH依存性繊毛縮退が 2015年度に
作成した細胞よりも早く起こる clone 7 
(hRPE1-MCHR1:EGFP)を単離した。この系を
駆使することで、縮退に伴う細胞骨格（チュ
ーブリン、アクチン）の重合－脱重合状態を
調べるとともに、MCH 添加による繊毛縮退
時の様子を time-lapse によりリアルタイム観
察を行った。さらに、RNAseq による縮退関
連分子の網羅的解析にも着手した。 
最終年には以下の成果を得た。 

[1] RNAseq から得た候補分子の siRNA を行
うことで、MCHR1 を介した繊毛縮退に直接
的に関与する複数の候補分子を得た。これら
はどれも繊毛長調節については未報告であ
る。 
[2] MCHR を介した繊毛縮退現象はモデル細
胞だけではない。すなわち、MCHR1 が繊毛
に内在性に発現する海馬スライス培養系及
び初代神経細胞においても、ナノモル MCH
により繊毛縮退を起こすことを明らかにし
た。 
[3] 試行錯誤の末、繊毛局在型 MCHR1 を明
瞭に検出できる新しい免疫組織化学プロト
コルを作成した。この方法を用いて、絶食及
び高脂肪食慢性投与実験を行い、エネルギー
代謝変化と繊毛局在型MCHR1長の関連を強
く示唆する結果を得た。 
 
培養細胞モデル系から個体に到るまでの
様々なシステムを取り入れた本研究は、1 次
繊毛という「場」におけるMCHR1の機能及
び摂食・情動のメカニズム解明に新しい視点
をもたらすと考えられる。 
 
③ MCHR1活性を抑制するタンパク質の生
理的解析 (in vivo) 

RGS8tgにおいて、ラット RGS8タンパク質
は中枢全体ではなく、海馬 CA1ニューロンと
いう限られた領域において発現が亢進して
いることがわかった。行動試験の結果、
RGS8tg は強制水泳試験で再現性良く、抗う
つ様表現型を示し、（wild よりもより長く泳
げる）、直腸温度も wildに比べ有意に高い。 

RGS8tg に MCHR1 アンタゴニストを投与
しても効かず（MCHR1 が RGS8 によって既
に不活性状態もしくは basal まで下がってい
ることが要因と考えている）、一方、RGS8tg
にモノアミントランスポーターに作用する
デシプラミンを投与すると、wild同様、有意
な抗うつ効果を示した。つまり、RGS8tg に
おける抗うつ行動はモノアミン系を介して
いるのではないことを意味する。 
最後に、上述した繊毛染色に適した免染プ
ロトコルを用いて、RGS8tg海馬 CA1におけ
るMCHR1陽性の一次繊毛長はwildに比べて
有意に長くなっていることを見出した。この
繊毛伸長は同じ tgでも CA3, 側坐核、線条体
では見られない。この結果は、RGS8tg にお
ける抗うつ様行動はモノアミン経路を介す
るのではなく、海馬 CA1にあるMCHR1神経

が持つ一次繊毛 (RGS8 による MCHR1 抑制
系) を介する可能性を示唆する。 
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