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研究成果の概要（和文）：消化器がんに発現しているグレリン受容体（GHS-R1a）の意義を明らかにするため、
GHS-R1aと相互作用する細胞内分子をyeast two-hybrid法にて探索した。その結果、Rasの機能を負に制御する分
子として報告されている　PLA2G16（HRASLS3 / HRSL3 / HREV107 H-Rev107 / AdPLA）がGHS-R1aのC末端部分と
結合することを見出した。さらに、GHS-R1aがPLA2G16のホスホリパーゼA2活性を抑制することを明らかにした。
GHS-R1aは、PLA2G16の制御を介して消化器がん細胞の機能に影響を与える可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：To clarify the significance of the ghrelin receptor (GHS-R1a) expressed in 
gastrointestinal cancer cells, we searched for intracellular molecules that interact with GHS-R1a by
 the yeast two-hybrid method. As a result, I found that PLA2G16 (HRASLS3 / HRSL3 / HREV107 H-Rev107 
/AdPLA), which has been reported as a molecule that negatively regulates Ras function, binds to the 
C-terminal part of GHS-R1a. Furthermore, it was revealed that GHS-R1a suppresses phospholipase A2 
activity of PLA2G16. It is suggested that GHS-R1a may influence the function of gastrointestinal 
cancer cells via regulation of PLA2G16.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： グレリン受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまで不明確であった消化器癌細胞におけるグレリン受容体の機能制御を明らかにし たものであ
る。本研究をさらに展開することにより、グレリンによる癌増殖経路を細胞選択的に遮断する方法を 見出すこ
とが期待できる。また、グレリン受容体作動薬を臨床応用する際、これまで懸念されてきたような癌細胞増殖へ
の影響を排除して、このクラスの薬剤を臨床現場で安全に使用できる理論的基盤を構築できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
グレリンは成長ホルモン分泌の他、摂食亢進、消化管運動亢進、脂肪蓄積をはじめ、代謝、循
環、免疫、中枢神経など生体の生理機能に広範にかかわっている。またごく最近では、内在性
のグレリンシグナルの増強が抗加齢作用および寿命延長効果をもたらすことがわれわれのグル
ープにより明らかにされている（Fujitsuka N et al. Mol Psychiatry 2016）。グレリンのもつこ
れらの多彩な生理作用を応用して、心不全、慢性閉塞性肺疾患、神経性食思不振症などに対す
るグレリンの臨床試験が開始されており、消化器領域においても、グレリン受容体の作動薬が
癌悪液質、術後腸管麻痺、胃排出遅延などの病態における治療薬として期待されている。グレ
リン受容体作動薬の欠点として、脱感作されやすいことの他、ある種の癌細胞にグレリン受容
体の発現がみられ癌の成長を促進する懸念が払拭されていないことがある。これまでの in vivo
の検討ではグレリンが癌の増殖・進展を促進したとの報告はないが、グレリン受容体作動薬を
臨床応用する際には常に念頭におくべき重要な課題のひとつである。 
 
グレリン及びグレリン受容体（GHS-R1a）は非常に多くの正常および癌組織に発現しており、
グレリンおよび GHS-R1a の一塩基多型（SNP）が癌のリスクに関係するとの報告がある。グ
レリンは胃癌細胞（AGS）、大腸癌細胞（SW480, HT-29, Caco-2）などある種の消化管癌細胞
において増殖を促進し、アポトーシス抵抗性、浸潤能を高めるとされている。ところが一方、
他の癌種では増殖に影響を与えないもしくは抑制するとの報告も多数認められる(Chopin LK 
et al. Endocr Rev. 2012)。 
 
癌細胞の種類によりグレリンの影響がこれほどまでに異なる理由は未だ不明である。グレリン
受容体において癌種ごとに特有のアミノ酸変異が生じている可能性は低く、その他の理由とし
て考えられるのは、リン酸化をはじめとするグレリン受容体の翻訳後修飾の違いである。また
別な可能性としては、癌細胞にグレリン受容体と相互作用する分子が存在し、その仕組みが癌
細胞ごとに異なっていることも考えられる。しかしながら、これまでのところ、その可能性を
検討したに報告はない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、これまで不明確であった消化器癌細胞におけるグレリン受容体（GHS-R1a）の機能
制御を明らかにすることを最終的な目標とする。そこで、今回は癌細胞にグレリン受容体と相
互作用する分子が存在し、その仕組みが癌細胞ごとに異なっているとの仮説を立てて検討をお
こなうこととした。これまでのところ、GHSR1a と相互作用することが報告されている分子は、
ヘテロダイマーを形成する他の GPCR を除けば、G 蛋白（Gα、βγ）、βアレスチンのみで
ある。そこで、申請者は GHS-R1a と相互作用する可能性のある分子について網羅的な探索を
行い、同定された新規分子が癌細胞におけるグレリンの作用にどのような影響をあたえるかを
明らかにすることを計画した。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
GHS-R1a と相互作用する分子を探索するために、GHS-R1a の C末端側 43残基（C-tail）を bait
として、yeast two-hybrid 法を用いてヒトユニバーサル cDNA ライブラリーのスクリーニング
を行った。得られたクローンから消化器癌の病態に関わる可能性を有する候補遺伝子を選択し
た。PCR 法にて目的遺伝子のクローニングをおこなった後、GHS-R1a 安定発現 HEK-293 細胞に導
入し、免疫沈降ーウェスタンブロットによる結合実験および機能解析実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
４．研究成果 
 
(1) 新規結合タンパク質のスクリーニング  
GHS-R1aの C末端側43残基（C-tail）を baitとしたyeast two-hybrid スクリーニングの結果、
58 個の陽性クローンが得られ、このなかから 7種の候補遺伝子を抽出した。本研究では、以下
の理由から PLA2G16 に注目して検討をおこなった。PLA2G16 は HRASLS3 / HRSL3 / HREV107 
H-Rev107 / Adipocyte phospholipase A2( AdPLA)などの名称でも報告されている 162 アミノ酸
残基からなる 18kDa のタンパク質である。本分子は原癌遺伝子 Ras の機能を負に制御する分子
として subtraction cloning によって見出されたため、癌抑制遺伝子のひとつと考えられてき
た。事実、多くの消化管癌においてプロモーターのメチル化によりその発現が強く抑制されて
いることが明らかにされている(Mardian EB et al. J Biomed Sci. 2015)。また、ごく最近、
PLA2G16 が Ras のファルネシル化を阻害することにより Ras の機能を抑制することが明らかに
された（Wang CH et al. J Biomed Sci. 2014）。しかし、一方で PLA2G16 のホスホリパーゼ活
性がグリセロリン脂質から脂肪酸を遊離させ、生成するプロスタグランジンやリゾリン脂質が
癌の増殖や浸潤・転移を促進するとする報告もあり、癌遺伝子としての一面もあわせ持ってい
るとされている。 
 
(2) GHS-R1a と AdPLA の結合性の検討  
続いて、GHS-R1a と AdPLA の結合性を確認するため、HEK293 細胞に両者を一過性に発現させ共
免疫沈降法（IP)とウェスタンブロット法を用いて検討を行った。その結果、野生型の GHS-R1a 
とAdPLAが結合することが確認された。なお、C-tailを欠損させた変異体（GHS-R1a ΔC)とAdPLA
の結合も確認されたことから、C-tail 以外にも結合部位が存在することが示唆された。  
 
(3) AdPLA が GHS-R1a を介したシグナル伝達に与える影響の検討  
次に、HEK293-GHS-R1a 安定溌現株を用い、AdPLA が GHS-R1a を介した既知のシグナル伝達に与
える影響を検討した。GHS-R1a は Gq タンパク質を介して ERK シグナルを活性化することが知ら
れているため、SRE (serum response element)を有するレポーター遺伝子を用いたルシフェラ
ーゼアッセイおよび定量的 RT-PCR 法による c-fos mRNA 発現量を解析した。その緒果、グレリ
ンにより誘導される SRE レポーター遺伝子の活性化および c-fos mRNA 発現上昇のいずれも、
AdPLA の共発現により変動しないことが明らかとなった。 
 
(4) GHS-R1a が AdPLA のホスホリパーゼ活性に与える影響の検討  
最後に、AdPLA の酵素活性に与える GHS-R1a の影響を検討した。HEK293 細胞に一過性に発現
させた AdPLA を免疫沈降法により回収し、Enzchek® PLA2 Assay Kit を用いてホスホリパーゼ
A2 活性を測定した。その結果、GHS-R1a の共発現は AdPLA のホスホリパーゼ A2活性を低下させ
ることが見出された。この効果は、GHS-R1a アゴニスト/インバースアゴニストによる影響がみ
られなかったことから、GHS-R1a はシグナル非依存的に AdPLA の酵素活性を低下させていると
考えられた。 
 
 
本研究において、GHS-R1a 新規結合タンパク質として AdPLA を同定した。AdPLA は GHS-R1a によ
る ERK シグナル活性化の制御には関与しない可能性が高いと考えられた。一方、GHS-R1a の共
発現は AdPLA のホスホリパーゼ A2 活性を低下させること、また、その作用はグレリン非依存
的であることが示唆された。 
 
 
これまでのところ癌細胞の種類によりグレリンの影響が著しく異なる機序を明確にした報告は
ない。特に本研究のように、癌細胞のグレリン受容体と相互作用する分子に着目した研究は皆
無である。今後、本研究をさらに展開することで、グレリンによる癌細胞の増殖経路を細胞選
択的に遮断する方法を発見できるようになる可能性がある。また、グレリン受容体作動薬を臨
床応用する際、これまで懸念されてきたような癌細胞増殖への影響を排除して、このクラスの
薬剤を臨床現場で安全に使用できる理論的基盤を構築できる可能性がある。 
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