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研究成果の概要（和文）：受容体とリガンドの関係は、鍵と鍵穴の如く厳密で排他的な対応関係があると考えら
れてきた。本研究では、申請者らが同定に成功した、複数の異なる受容体ファミリーの垣根を越えて結合が可能
な合成ペプチドを、機能が未知のオーファン受容体の解析に応用する方法を開発した。広域親和性を保持した蛍
光ペプチドの作成に困難な点があったが、解析候補受容体の抽出、光振動エネルギー移動を利用した測定計の効
率化、新たなヘテロ二量体の発見、受容体細胞内局在の新知見、並びに受容体内在化の新機構の発見に繋がっ
た。本研究の研究成果は、今後の未だ解析が進んでいないオーファン並びにヘテロ受容体の機能解明に大きく寄
与すると考えられた

研究成果の概要（英文）：Relationship between receptors and ligands has been considered as ‘key and 
lock’. Such strict structural requirement is not seen in our finding of synthetic peptide. We 
attempted to use our peptide with high affinities to a wide range of G-protein coupled receptors for
 analysis of orphan receptors. We selected candidate orphan receptors by pharmacological lineage 
analysis, which was developed by us previously. Although synthesis of florescent peptide holding 
similar affinity was difficult, variety of assay systems were successfully developed. Moreover, new 
findings were obtained on a receptor localization in a cell, regulatory mechanism of receptor 
internalization, and previously uncharacterized hereromer receptors. Our findings in this study can 
help further analyze and understand orphan receptors and heteromer receptors.

研究分野： 受容体薬理学

キーワード： 広域親和性　受容体　光振動エネルギー移動　ヘテロ受容体

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 結合する化合物や生理活性物質が未知で
あるオーファン受容体は、未だヒトゲノム上
に数多く存在することが知られている。これ
らの受容体は、生体内での役割が不明である
場合が多く、その働きを解明できた場合には
新しい治療法の開発に繋がる大きな可能性
が秘められる。これまでの知見では、受容体
に結合する化合物（リガンド）と受容体の間
には、鍵と鍵穴の如く立体的に決定される厳
密な対応関係があると考えられてきた。この
ため、特定のリガンドは特定の受容体にのみ
作用するとされてきた。しかし、最近申請者
らは、既に特定されたリガンドや生理活性物
質が作用する複数の異なる受容体ファミリ
ーに対し、ファミリー間の垣根を越えて結合
が可能な、特異な性質を持つ合成ペプチドの
同定に成功した。この研究より、Gタンパク
質共役型受容体ファミリーには、比較的よく
保存された構造が、本来のリガンド結合部位
の近傍に存在することが示唆された。本研究
では、この異なる受容体に対して広域に結合
可能なペプチドを用いて未だ解析が進んで
いないオーファン受容体の機能解明を試み
ることを目的とした。 
新たなリガンドー受容体ペアの組み合わせ
を同定することは、基礎研究や、創薬の分野
においては最もチャレンジングなステップ
と考えられる。達成された場合には、「新規
の薬物標的」としてオーファン受容体を医薬
品の開発に応用できる可能性が広がると考
えられる。これまでは、オーファン受容体の
リガンド探索方法として、細胞での受容体発
現系において、多くの化合物をスクリーニン
グする中より活性のあるものを探し当てる
方法が用いられてきた。しかし本研究では、
天然リガンドと医薬品のリード化合物を、新
たな手法で見出すことを試みることとした。
すなわち、我々が見出したある合成ペプチド
の広い結合能を、未知のオーファン受容体に
対する新規のリガンド探索に利用できる可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
	 ヒトゲノム上には未だ機能不明であるオ
ーファン受容体が、100種類以上存在する。
オーファン受容体に結合する最初の化合物
を見出すことは、大きな困難が伴う。しかし、
成功した場合は、薬物治療の限界を大きく押
し広げることに繋がる。申請者らは、以前に
機能が不明なオーファン受容体が、脂肪酸を
リガンドとし、ヒトの遺伝的肥満体質に関わ
ることを明らかにしている。 
本研究では、最近我々が同定した広範囲の
受容体に作用する合成ペプチドと質量顕微
鏡を最大限利用し、オーファン受容体の最初
のリガンドを系統的に明らかにする。鍵と鍵
穴の法則による限界を超えた合成ペプチド
（広範囲スペクトラムペプチド）を用いて、
これまでの常識を全く覆したオーファン受

容体に対する新規のリガンド探索を行う。 
 
３．研究の方法 
	 まず、約 400種類のヒト全受容体について
分子系統樹を作成し、実験対象とするオーフ
ァン受容体を絞り込む。次に、受容体を発光
タンパク質と融合させて、蛍光標識ペプチド
との相互作用を指標にリード化合物、組織抽
出液を絞り込む。最後に、受容体に結合した
化合物を質量顕微鏡を用いて、受容体の活性
に依存しない探索を行う事とした。	
１）解析対象オーファン受容体の抽出；最近、
申請者らは広範囲の受容体に親和性を有す
る合成ペプチドを見出した。まず、このペプ
チドに親和性を有するオーファン受容体を、
in	silico の検索より抽出する。この際、独
自の "Pharmacological	 lineage	 analysis"
（薬理学的リネージ解析）を用いる。	
２）発光タンパク質融合受容体の構築と強制
発現；これまでにも申請者らは、蛍光あるい
は発光タンパク質と受容体を融合させて細
胞に強制発現し、機能の解析を行ってきた。
細胞膜受容体のサブユニット相互作用を解
析する際は、受容体カルボキシル基末端に
GFP あるいはルシフェラーゼを付加したが、
今回は異なり、新たに受容体アミノ基末端に
付加する必要がある。	
３）光振動エネルギー移動の検出系構築；発
光タンパク受容体と蛍光ペプチドが結合し
た際だけに起こる光振動エネルギー移動
（BRET）を、高感度で検出する測定系を確立
する。これまで申請者らは、ATP に対する細
胞膜 P2X 受容体のサブユニット相互作用を
BRET を用いて解析した経験がある（図８）。	
４）蛍光タンパク質の広範囲スペクトラム確
認；蛍光標識によりプローブとするリガンド
側の結合能が変化しないことを確認する。そ
のため、広範囲の受容体に親和性を示すこと
が判明した合成ペプチドの性質が、蛍光標識
の有無により変化するか、受容体結合実験や
薬理実験で検証する。	
５）発光タンパク融合受容体と蛍光リガンド
の相互作用検出；以上の各段階を確認した後、
受容体-発光タンパク質と蛍光リガンドの相
互作用を検出する。この系が機能しているこ
とを、まず V1b 受容体-発光タンパク質と蛍
光標識バゾプレッシンとの間で確認し、続い
てオーファン受容体に適用する。検出系のス
ケールを可能な限り小さく 384 または 1536
ウエルプレートで測定を効率化する。	
	
オーファン受容体に結合する天然リガンド
や化合物を、ハイスループット系で探索する。
スクリーニング対象は、組織抽出液、培養分
泌細胞上清、ペプチドや化合物のライブラリ
ー、さらには各種天然物ライブラリーとする。
これらリガンド候補を、各種オーファン受容
体-発光タンパク質に対して検索する。具体
的には、以下のステップを実施する。	
１）陽性コントロール実験の確立；既知のホ



ルモン-受容体間の相互作用が検出されるか、
コントロール実験として実施する。そのため、
視床下部細胞から放出されるバゾプレッシ
ンと下垂体のV1b受容体への結合を検出する。
視床下部のバゾプレッシン産生細胞である
室傍核や視索上核、あるいは下垂体後葉から
ペプチド分画を粗抽出し、蛍光標識バゾプレ
ッシンと発光タンパク質融合V1b受容体の相
互作用を競合阻害することを確認する。	
	
４．研究成果	
薬理学的リネージ解析；本解析により、分
子系統上でバゾプレッシン受容体の近傍に
位置する広域親和性ペプチドが、どの他の受
容体に結合するかを予測した。探索には、リ
ガンドが既知であるヒト 222	GPCR 受容を用
い、この中より、これまでは知られていなか
った GnRH 受容体が、広域親和性ペプチドに
親和性を有することを予測した。次に、実際
に放射性ラベルした GnRH を用いて実験的に
証明を試みた。すると予想通りに広域親和性
ペプチドは、放射性ラベルした GnRH が GnRH
受容体に結合するのを競合的に拮抗した。こ
のことより、我々の薬理学的リネージ解析法
がリガンドの予測に用いることが可能であ
ると判明した。そこで、オーファン受容体を
含むヒト GPCR 全体を、薬理学的リネージ解
析で選別したところ、３種類の候補となるオ
ーファン受容体を見いだすことに成功した。
そこで、直ちに PCR 法を用いてヒト由来の細
胞ならびに組織より各受容体 cDNA を取得し
て塩基配列を確認した。	
	
	

	
	
	
図１	 ヒトゲノム上の GPCR および GPCR 関

連遺伝子を対象とした薬理学的リネージ解
析	
	
蛍光タンパク質融合オーファン受容体の作
成；GPCRの解析に蛍光タンパク質を用いる際
は、カルボキシル基末端に融合させるのが通
常である。しかし、今回は異なり、ペプチド
のアクセス可能な細胞外に向けて蛍光タン
パク質を付加する必要がある。まず、既に蛍
光タンパク質がカルボキシル基末端に融合
しても作用に影響が見られないバゾプレッ
シンV1b受容体をコントロールとして実験を
こなった。V1b 受容体のアミノ基末端に蛍光
タンパク質 GFP を付加した。この変異体で細
胞内カルシウムイオンの上昇を指標に受容
体の機能を確認することを試みた。しかし、
この変異体は活性を示すことができず、新た
に受容体アミノ基末端にGFPを付加すること
は受容体の機能的な高次構造を損なうこと
が予想された。また、アミノ基末端に付加す
るレポータータンパク質を化学発光タンパ
ク質のルシフェラーゼに変更したところ、や
はり受容体の機能を損なうことが判明した。
特に、発光タンパク質を付加した場合には、
タンパク発現量が少なく問題であった。	
よって別の方法でアミノ基末端のラベル
を行う必要があると考えられた。そのため
我々は、科学的に蛍光を発する修飾が可能な
の可能なHaloTagテクノロジーを用いること
とし、V1a 並びに、V1b 受容体のアミノ基末
端にTagを付加した発現コンストラクトを作
成した。受容体の機能を確認したところ、
HaloTag は機能を損なわず、カルシウム反応
も保持されることが判明した。	
	
光振動エネルギー移動の検出系構築：受容

体サブユニット間の相互作用に光振動エネ
ルギー移動を利用する系を効率化すること
に成功した。特に、V1b 受容体の２量体検出
には、ルシフェラーぜタンパク質と Venus 蛍
光タンパク質を用いて測定系のコントロー
ルとした。この時点で、意外な発見に繋がっ
た。すなわち、発現料を確認するために細胞
内局在を顕微鏡で観察したところ、V1b 受容
体は刺激を受けずに細胞内に多く局在する
ことが判明した。	
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図２	 受容体細胞内局在解析。パネル左は
V1a サブタイプ受容体-GFP、パネル右は V1b
サブタイプ受容体-GFP を示す。V1a-GFP は主
に細胞膜に局在する典型的な GPCR であるの
に対し、V1b-GFP は無刺激にも関わらず細胞
内に多く局在することが判明した。白線は20	
µm を示す。	
	
すなわち、これまで基礎的情報の少なかっ
た V1b バゾプレッシン受容体が、未刺激で細
胞内に多く局在し、細胞外からの刺激を受け
た細胞膜上の数少ない受容体は、細胞内局在
を変化させた。我々はその機構の全体像を解
明し、この受容体の効率的な医薬品開発に役
立てる方法を見出すことに成功した。	
	 さらに、光振動エネルギー移動の検出系を
構築する過程でも新たな知見を得ることに
成功した。すなわち、V1b バゾプレッシン受
容体がμ-オピオイド受容体と複合体を形成
することを発見した。この相互作用を利用し、
V1b 拮抗薬にはモルヒネの有害反応を防ぐア
ロステリック効果が期待され、今後この成果
の大きな発展が期待された。またこの成果に
より、受容体のヘテロマーには、オーファン
受容体に匹敵する可能性が秘められている
ことが判明した。	
蛍光付加した広域親和性ペプチドについて、
広域親和性が蛍光付加によって影響を受け
るか否かを確認した。しかし、予想に反して
蛍光修飾により水溶性の低下や親和性の大
幅な低下が観察された。すなわち、広範囲ス
ペクトラムを有するペプチドの構造に直接
変化を及ぼす化学修飾は、広い種類の受容体
に対し親和性を低下させることが判明した。
つまり、蛍光を用いた相互作用の解析を限ら
れた研究期間内に立ち上げることは困難が
伴うことが判明した。変わって質量顕微鏡を
用いたペプチド結合物の検出を試みた。質量
顕微鏡の感度より、細胞表面に結合するペプ
チドよりも多くを必要とすることが判明し、
受容体の精製や何らかの高密度化が必要で
あると考えられた。	
光振動エネルギー移動の高感度ハイスルー
プット検出系の構築に成功した。特に発光タ
ンパク質を用いることでバックグラウンド
の問題を解決することが可能であった。よっ
て消光の長い錯体を用い時間分解蛍光と振
動光エネルギー移動を観察することも今後
の有力な方法であると考えられた。 
まとめに、オーファン受容体のリガンド探
索は、この 10年間では、33の新たなリガン
ドと受容体のペアが報告された。その解析方
法は、活性のある化合物が先行したのが 19
例、一方で粗精製の試料から受容体を同定し
た場合が 14 例であった。これら全ての検索
では、リガンドが活性化薬であることが必須
であり、拮抗薬や、近年注目されるバイアス
アゴニストは捉えられない弱点があった。
我々が開発した広域親和性ペプチドを用い

た方法は、アゴニスト、アンタゴニストを問
わずに検出可能である。ペプチドの修飾に時
間を有すると思われるが、その他の課題は達
成し、さらに発展させて、新たな受容体局在
の解析とヘテロマー受容体の重要性が新規
オーファン受容体に勝るとも劣らぬもので
あることを示した。今後、本研究で得られた
成果を、リガンドー受容体間（オーファン受
容体を含む）、あるいは異なる受容体間（ヘ
テロマー受容体）、受容体―相互タンパク質
間の様々なレベルで応用することにより、広
い相互作用の検出のためのプラットフォー
ムとして発展する可能性が示された。	
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