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研究成果の概要（和文）：本研究では脂肪酸修飾された新しい生理活性ペプチドを同定し、細胞や個体レベルで
の機能解析することを目的とした。脂肪酸修飾ペプチドであるグレリンに対する免疫活性測定をラット脳にて実
施し、脂肪酸修飾は有するものの、グレリンと異なる免疫活性を有するペプチドの単離に成功した。質量分析計
を用いた解析より、オクタン酸修飾を示唆するデータを得ているが、構造決定に至ってない。ラット視床下部
cDNAより3’-RACE法を用いて未知のグレリン様遺伝子探索を実施した結果、新たな遺伝子は同定できなかった。
また、グレリン受容体に相同性の高いオーファン受容体の内因性リガンド探索を実施したが、新規ペプチドを同
定できなかった。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to identify novel bioactive peptides modified with 
fatty acids and to elucidate new biological regulatory mechanism. Radioimmunoassay (RIA) for 
ghrelin, which is a fatty acid modified peptide, was performed to screen for novel fatty 
acid-modified peptides from rat brain. We purified a peptide, which is detected only by the RIA for 
ghrelin N-terminus. Mass spectrometric analysis suggested that this peptide was contained octanoyl 
modification and that the observed monoisotopic m/z value of this peptide was distinct from that of 
preproghrelin-derived peptides. Amino acid sequence of this peptide still remains unknown because 
the yield for this peptide was very low. Moreover, we searched for ghrelin-like gene using 3'-RACE 
method from rat hypothalamic cDNA. However, no candidate gene could be identified. We searched for 
endogenous ligands for orphan receptors with high homology to ghrelin receptor. In this screening, 
we could not identify novel acylated peptides.

研究分野： 内分泌学、ペプチド化学
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者の所属する研究室では、細

胞間情報伝達物質としての生理活性ペプチ
ドに注目し、多くの新規生理活性ペプチドの
単離・同定を行ってきた。近年では、成長ホ
ルモン分泌促進因子受容体（GHS-R）の内因
性リガンドとして、グレリンをラット胃より
発見し、その構造決定に成功している（引用
文献①）。グレリンは、成長ホルモン分泌促
進作用だけでなく強力な摂食亢進作用を有
することが明らかとなり、現在は治療応用へ
と研究を展開している。 
グレリンの３番目のアミノ酸であるセリ

ン残基は、中鎖脂肪酸であるオクタン酸修飾
を受けている。この修飾基はグレリンの活性
発現に必須であり、グレリン O-アシルトラン
スフェラーゼ（GOAT）により修飾される（引
用文献②）。GOAT は、膜結合型脂肪酸転移酵
素と呼ばれる１６種類のファミリー分子の
一つとして同定された酵素である。現在、脂
肪酸修飾を受けたペプチドは、グレリンしか
報告されてないことを考慮すると、GOAT や他
の脂肪酸転移酵素の基質となる未知のペプ
チドの存在が示唆される。既に申請者は、脂
肪酸修飾を有するものの、グレリンとは異な
るペプチドをラット脳より単離しており、現
在構造解析を進めている。以上の基礎的デー
タより、解析中のペプチドの他にも新たな脂
肪酸修飾ペプチドが存在するとの着想に至
り、本研究では脂肪酸修飾を有する新規ペプ
チドの系統的探索を実施し、これまでの研究
成果を発展させる。 
グレリンの脂肪酸修飾と同様に、受容体活

性化に必須な翻訳後修飾としてペプチドの C
末端アミド化修飾が存在する。例えばニュー
ロペプチド Y（NPY）は C末端アミド構造を有
しており、相同性の高い膵ポリペプチド及び
ペプチド YY と共にファミリーを形成し、４
種類の受容体を介して摂食調節に関与して
いる。C 末端アミド化ペプチドの多くがファ
ミリーを形成するのに対し、脂肪酸修飾ペプ
チドはグレリンしか報告されてない事を考
慮すると、新たな脂肪酸修飾ペプチドファミ
リーが存在する可能性がある。 
GHS-R は G タンパク質共役型受容体（GPCR）

であり、グレリンが結合することにより細胞
内 Ca2+上昇活性を有する。ヒトゲノム解析が
完了した現在、内因性リガンドの不明なオー
ファン GPCR 遺伝子が数多く存在する。リガ
ンドの物性が同じ受容体間におけるアミノ
酸配列の相同性は高く、GHS-R に相同性の高
いオーファン GPCR は現在３種類（GPR39, 
PGR2, PGR3）存在し、未知の生理活性ペプチ
ドの存在が示唆されている。 
以上より、新たな脂肪酸修飾ペプチドの一

部は、GHS-R に相同性の高いオーファン GPCR
の内因性リガンドであることが予想される
（図１）。また、新規ペプチドとグレリンが
ファミリーを形成し、GHS-R と複数の受容体
を介した新しい生体調節機構を提示するこ

とも期待できる。 

【図１】本研究にて解明する新たな脂肪酸修
飾ペプチドファミリーと受容体との関係を
示した模式図 

 
２．研究の目的 
上記の研究背景をもとに、本研究では脂肪

酸修飾された新しい生理活性ペプチドを同
定し、細胞や個体レベルでの機能解析するこ
とを目的とした。具体的には以下に示す項目
を実施した。 
（1） 単離に成功した新規脂肪酸修飾ペプチ

ド候補の構造解析。 
（2） 新たな脂肪酸修飾ペプチドを同定する

ために、GHS-R に相同性の高い受容体に
対する内因性リガンド探索。 

 
３．研究の方法 
（1） 新規脂肪酸修飾ペプチド候補の精製 
 解析対象であるペプチドは、以下に示す方
法にて精製し、単離した。ラット脳を煮沸し
て内因性プロテアーゼを失活させ、酢酸抽出
した画分を逆相 C18 カラムにて脱塩・濃縮し
た。さらに、SP-Sephadex イオン交換クロマ
トグラフィーを用いて、酸性画分、中性・弱
塩基性画分、強塩基性画分に大別したペプチ
ド画分を作製した。 
抽出したペプチド画分は、脂肪酸修飾ペプ

チドの不安定性を考慮して、抽出後直ちに抗
体アフィニティ精製を進めた。使用した抗体
の特徴として、３番目のセリン残基がオクタ
ン酸やデカン酸修飾されたグレリンを認識
し、未修飾グレリンを認識しない性質を有す
る。また、本抗体は３番目のスレオニン残基
がオクタン酸修飾されたウシガエル・グレリ
ンも認識可能である（引用文献③）。作製し
た抗体アフィニティカラムに対象組織から
のペプチド画分を作用させ非特異的吸着成
分を除去した後、カラムからの溶出を行い、
脂肪酸修飾ペプチドが濃縮された画分を作
製した。 
アフィニティ精製したサンプルについて、

グレリン N末端認識抗体及びグレリン C末端
認識抗体を用いたラジオイムノアッセイに
よる免疫活性を指標に、活性物質を HPLC（現
有設備）にて精製・単離を行った。 
 
（2） 質量分析計を用いた構造解析 
単離したペプチドの一部を凍結乾燥した

後、0.1%ギ酸水溶液に溶解し、LTQ Orbitrap 

グレリン 新規脂肪酸修飾ペプチド

GHS-R GPR39 PGR2 PGR3

? ? ? ?



XL 質量分析計（現有設備）にて構造解析を行
った。 
 
（3） cDNA クローニングによる新規ペプチド

候補の構造解析 
ラット視床下部より RNA 抽出後、mRNA を濃

縮し、oligo-dT プライマーと逆転写酵素によ
り cDNA ライブラリーを合成した。その後、
抗体認識サイトと予想される、グレリン N末
端配列を基に 5’-プライマーを合成し、
3’-RACE を実施した。増幅された核酸配列を
サブクローン化し、DNA シーケンサーにて各
クローンの配列を解析した。 
 
（4） GHS-R に相同性の高い受容体に対する内

因性リガンド探索 
（対象となる組織）：ラット視床下部、脳幹、
脊髄、下垂体において、GOAT はグレリンに比
べて mRNA 発現量が高い結果を得ている。こ
れら組織をそれぞれ酢酸抽出し、イオン交換、
ゲル濾過クロマトグラフィーにて分画した
組織抽出物を作製した。 
（標的受容体）：GHS-R に相同性が高く、リガ
ンド不明なオーファン GPCR である GPR39、
PGR2、PGR3 を標的受容体とした。それぞれを
HEK293もしくはCHO細胞に一過性または安定
発現細胞株を構築した。 
（活性検出系）：オーファン GPCR 発現細胞に
対し、ペプチド画分を作用させ、受容体特異
的な生物活性（細胞内 Ca2+濃度上昇、細胞内
cAMP 濃度変化、受容体のインターナリゼーシ
ョン及びインピーダンス変化）を指標に探索
を実施した。 
 
４．研究成果 
（1） 新規脂肪酸修飾ペプチド候補の精製 
アフィニティ精製したサンプルについて、

グレリン N 末端認識抗体（N-RIA）及びグレ
リン C 末端認識抗体（C-RIA）を用いたラジ
オイムノアッセイでの免疫活性を指標に逆
相 HPLC にて精製を行い、図２に示すペプチ
ド（P1）の単離に成功した。しかし、得られ
た収量は非常に少量であったため、シーケン
サーによるアミノ酸配列解析はできなかっ
た。 

【図２】ラット脳-強塩基性画分をアフィニ
ティ精製したサンプルからのグレリン免疫
活性ペプチドの単離 アフィニティ精製後、

HPLC にて分取したサンプルについて、グレリ
ン N 末端認識抗体（N-RIA）及びグレリン C
末端認識抗体（C-RIA）を用いたラジオイム
ノアッセイでの免疫活性を指標に、ペプチド
（P1）を単離した。 
 
（2） 質量分析計を用いた構造解析 
グレリン N 末端認識抗体（N-RIA）及びグ

レリン C 末端認識抗体（C-RIA）を用いたラ
ジオイムノアッセイにて単離したペプチド
P1 について、LTQ Orbitrap XL 質量分析計（現
有設備）にて構造解析を実施した。その結果、
図３に示す溶出位置（Aおよび B画分）より、
ペプチド A およびペプチド B が検出された
（質量数は非公表）。ペプチド A と B のフラ
グメンテーションによるピークは一致する
ものが多く、関連物質である可能性が高い。
また、質量数の差が 126 であったことから、
ペプチド Aと Bはオクタン酸修飾の有無によ
り溶出時間が異なると考えられた。しかし、
収量が低かったため、解析に使用できたサン
プル量が少量となり、質量分析計による構造
決定ができなかった。 

【図３】LTQ Orbitrap XL 質量分析計による
ペプチド P１由来のシグナル検出 トータル
イオンクロマトグラムを表示しており、イオ
ン源で生成した全てのイオンの総和を縦軸
に、横軸を時間で表わしたチャートである。
Aおよび B画分より、ペプチド P1 由来のイオ
ンを検出した。 
 
（3） cDNA クローニングによる新規ペプチド

候補の構造解析 
ペプチド P1 は、グレリン N 末端認識抗体

に対する免疫活性を指標に単離したペプチ
ドである。質量分析計にて解析した結果、オ
クタン酸修飾の存在が示唆されている。しか
し、グレリンに由来するアミノ酸配列より予
想される質量数とは異なる結果が得られた。
そこで、3’-RACE 法を用いて未知のグレリン
様遺伝子を探索し、新たな前駆体より産生さ
れるグレリン様ペプチドの存在について検
証した。 
 180 クローンの cDNA 配列を解析した結果、
グレリンやグレリン・スプライスバリアント
（desQ14 ghrelin、引用文献④）の他に、solute 
carrier family, member 9 (Slc6a9) や
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prolylcarboxypeptidase (Prcp)等が同定さ
れた。これまでの研究より、ラット脳におけ
るグレリンの存在は免疫組織化学的手法や
ラジオイムノアッセイでしか確認されてお
らず、組織含有量が非常に少ないため、その
構造解析までは至っていない（引用文献⑤）。
今回の実験系において、視床下部よりグレリ
ン遺伝子を多く単離できており、ある程度発
現量の少ない遺伝子も検出可能な cDNA ライ
ブラリーを調製できたと考えられる。しかし
ながら、未知のグレリン様遺伝子を単離でき
なかったため、ペプチド P1 はグレリンが化
学修飾受けた構造を有する可能性が考えら
れた。 
 
（4） GHS-R に相同性の高い受容体に対する内

因性リガンド探索 
新たな脂肪酸修飾ペプチドを同定するた

めに、GHS-R に相同性の高いオーファン受容
体である PGR2 及び PGR3 の内因性リガンド探
索を実施した。 
リガンド探索するために、PGR2 及び PGR3

安定発現細胞を作製した。これらの受容体は
既に合成アゴニストが報告されている（図
４）。安定発現細胞の選別方法として、細胞
株ごとの RNA 発現量を定量・比較するだけで
なく、合成アゴニストへの反応性を指標に高
発現細胞を取得することができた。 
PGR2 及び PGR3 高発現細胞に対し、組織（ラ

ット視床下部、脳幹、脊髄、下垂体等）抽出
物を添加し、受容体特異的な生物活性（細胞
内 Ca2+濃度上昇、細胞内 cAMP 濃度変化、受容
体のインターナリゼーション及びインピー
ダンス変化）を指標に探索を実施した。しか
し、標的受容体に特異的な活性を検出できな
かった。 
PGR2 及び PGR3 高発現細胞に対し、合成品

に対する反応性は十分得られている。内因性
リガンドに対する活性を検出できなかった
要因として、組織含有量の低さと活性ペプチ
ドの不安定性が考えられる。今後、組織より
抽出したペプチド画分は、脂肪酸修飾ペプチ
ドの不安定性を考慮して、抽出・分画後直ち
にアッセイを実施する。 

【図４】PGR2 及び PGR3 に対する合成アゴニ
スト PGR2 に対しては L-トリプトファン、
PGR3 に対しては JNJ 63533054 が高親和性ア
ゴニストとして報告されている（引用文献⑥、
⑦）。 
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