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研究成果の概要：G タンパク質共役受容体（G protein-coupled receptor, GPCR）の中には、

そのリガンドが不明のオーファン受容体が未だ数多く存在する。Adhesion GPCR に属する

GPR56 もオーファン受容体であり、ヒト大脳皮質形成および細胞のがん化に関与することが

示唆されているが、その機能やシグナル伝達はほとんど不明であり、その解析を行った。その

結果、アゴニスト様に働く抗 GPR56 抗体の作成に成功し、その抗体を用いて GPR56 が G タ

ンパク質の G12/13 から Rho を介する経路を活性化して、神経前駆細胞の遊走に対して抑制的

に働くことを明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 
 G タンパク質共役受容体（GPCR）は哺乳動
物において 1,000種類ほど存在する最も数が
多い細胞膜受容体ファミリーを形成し、神経
伝達系、内分泌調節系、生体防御系など様々
な生体システムを形作る上で大事な役割を
果たしている。現在、使用されている薬の４
割近くが GPCR を標的としたものであり、そ
の重要性は益々高まっている。近年、ゲノム

解析からリガンド不明で機能未知のオーフ
ァン受容体が 200 種類以上見いだされ、盛ん
にリガンドの探索や生理機能の解析が行わ
れている。その結果、オレキシンやグレリン
などオーファン受容体のリガンドとして新
たな生理活性ペプチドのいくつかが発見さ
れ、その受容体システムの新規生体調節機構
も判明した。また、オーファン受容体の中に
は細胞外ドメインが長く最初の膜貫通領域
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の直前にある GPS で切断される Adhesion 
GPCR ファミリーが存在する。GPR56 は、その
ファミリーに属するオーファン GPCR である
が、最近ヒトの大脳皮質形成異常を示す患者
においていくつもの変異が見いだされた。ま
た、メラノーマ細胞やがん化細胞において
GPR56 の発現量とがん細胞の悪性度の間に相
関があることが報告された。しかしながら、
神経発生時のどの部位のどの細胞で GPR56タ
ンパク質が発現しており、またどのようなシ
グナル伝達系を動かしてどのような働きを
しているか、あるいはがん細胞の増殖、接着、
運動性にどのように関わっているかは判っ
ていなかった。一方、私どもは長年 Gタンパ
ク質シグナルの研究を続け、神経前駆細胞や
がん細胞における Gタンパク質シグナルの解
析を行い、その分子機構や生理的な役割を明
らかにして来た。そこで、Adhesion GPCR の
中でも特に GPR56 に着目し、その解析を進め
ることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 GPR56 はリガンドが判らないオーファン
受容体であったため、その機能を調べるのは
困難であった。また、mRNA の発現を in situ 
hybridization で解析した結果は報告されて
いたが、タンパク質レベルでの発現解析は行
われていなかった。これらの状況から、まず
は GPR56 の細胞外ドメインからなるリコン
ビナントタンパク質を調製し、それを抗原と
してウサギ、マウスに免疫して特異的な抗体
を作製して、GPR56 の発現および機能の解
析を進めることとした。 
 また、GPR56 を発現している細胞を用い
て、その下流のシグナル伝達経路の解明を目
指した。抗体を用いて内在的に発現している
細胞を選び出すとともに、一過性の過剰発現
系を用いて外来的に GPR56 を発現した細胞
を作製し、それらの細胞でのシグナル伝達機
構の解析を行った。 GPR56 が Gq や
tetraspanin 分子 CD81 と複合体を形成する
ことが報告されていたが、実際のシグナル伝
達機構はまったく調べられておらず、その生
理機能の解明もなされていなかった。 
 本研究の目的は短期的には GPR56 の機能
解析であるが、長期的には GPR56 が属し、
そのほとんどがオーファン受容体である
Adhesion GPCR の機能解析に結びつく研究
開発手法を確立することである。 
 
 
３．研究の方法 
 ヒトおよびマウス GPR56 の全長あるいは
細胞外ドメイン（GPR56ECD）をコードす
る cDNA を大腸菌、バキュロウイルス、哺乳
動物細胞発現用のそれぞれのベクターに挿

入し、発現用プラスミドを構築した。大腸菌
の種々の発現系で GPR56ECD の発現を試み
たところ、不溶性画分での発現は確認できた
が可溶性画分への回収は出来なかった。そこ
でバキュロウイルス Sf9 昆虫細胞発現系を用
いて GPR56ECD の発現•調製を試みた。そ
の結果、ウイルスを感染させた Sf9 細胞の培
養液に分泌された GPR56ECD をエドマン分
解法により確認し、その培養液４L を出発材
料として、SP-Sepharose, Ni-NTA-Agarose
カラムを用いて 4 mg 強のリコンビナント
GPR56ECD タンパク質を調製した。ついで、
このリコンビナントタンパク質をウサギ、マ
ウスに免疫して抗体を作成した。ELISA 法と
Western blot 法によりウサギポリクローナ
ル抗体、マウスモノクローナル抗体の抗原認
識の特異性および力価を検討した。 
 GPR56 により引き起こされる細胞内の応
答を検討するために、SRE など各種外部刺激
応答配列を有するホタルルシフェラーゼ遺
伝子の発現誘導測定、NIH3T3 細胞内のアク
チンフィラメント再構築の蛍光顕微鏡を用
いた観察、mDiaのRBDを用いた細胞内GTP
結合活性型 Rho の pulldown、Fura2 を用い
た細胞内 Ca2+濃度の測定、リン酸化された
MAP キナーゼを抗体で検出する MAP キナ
ーゼ活性化測定、などを行った。 
 神経前駆細胞は胎生 11.5 日のマウス胎児
終脳より分離した細胞を浮遊状態で sphere
を形成させて継代培養することにより調製
した。また神経前駆細胞の遊走は sphere を
ポリエチレンイミンコートしたディッシュ
に撒いた後、接着した sphere から遊走する
細胞の移動を観察することにより評価した。 
 ヒト大脳皮質形成不全症（両側性前頭頭頂
多少脳回症 BFPP）の患者において見いださ
れた変異の導入はオーバーラップ PCR 法に
より行った。マウス GPR56 を過剰発現させ
るためのアデノウイルス、およびノックダウ
ンさせるための shRNA を発現するアデノウ
イルスは目的とする DNA を 293 細胞に導入
して組換え後に産生してくるウイルスを何
度も293細胞に感染させることにより増幅し、
高力価のウイルス溶液を作成して使用した。
調製したアデノウイルスを神経前駆細胞に
感染させたのち、１日後に同時に発現してく
る GFP の蛍光および GPR56 の発現量を
Western blot 法により確認して実験に使用
した。 
 
 
４．研究成果 
 マウスおよびヒト GPR56 の細胞外ドメイ
ン GPR56ECD をバキュロウイルス昆虫細胞
発現系を用いて調製し、それを抗原としてそ
れぞれを認識する抗体を作製した。そのうち
マウス GPR56 を特異的に高感度で検出する



 

 

ウサギポリクローナル抗体を抗原をレジン
に結合させたアフィニティカラムを用いて
精製し種々の解析に用いた。まずマウス脳の
成長に伴う GPR56 の発現を調べたところ、
GPR56 は胎生期の脳に高発現し成体脳では
ごく僅かしか発現していないことが判明し
た。次に胎児脳の切片での発現を免疫染色法
にて検討した結果、GPR56 は脳室付近の神
経幹細胞や前駆細胞が豊富に存在する部位
にのみ発現していることが明らかとなった。
さらに調製した神経前駆細胞においても高
発現しており、その細胞膜に局在しているこ
とを共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察に
より確認した。 
 GPR56 のシグナル伝達機構を調べるため
に、種々の応答配列を含むルシフェラーゼ遺
伝子を GPR56 と共発現させてルシフェラー
ゼ活性を測定した。その結果、SRE および
NF-B 応答配列を介した遺伝子発現が観察
された。さらに、細胞培養液にアフィニティ
精製抗 GPR56 抗体を添加すると、この遺伝
子発現誘導が促進されること、その促進効果
は抗原の添加により抑制されることを見出
した。一方、GPR56 を NIH3T3 細胞に発現
させると活性型RhoあるいはG13を発現さ
せた時と同じように顕著なアクチンフィラ
メントの形成が観察された。また GPR56 に
よるアクチンフィラメントの形成は G12/13
を特異的に阻害する p115RGS や Rho を阻害
するボツリヌス菌酵素 C3 の共発現により阻
害されたことから、GPR56 は G12/13 および
Rho を介するシグナルを活性化することが
示唆された。 
 抗 GPR56 抗体がアゴニスト様に働くこと
が示唆されたために、その抗体で細胞を処理
した時の種々の細胞応答を検討した。その結
果、活性型 Rho の増加が見られたが、細胞内
カルシウムの上昇や MAP キナーゼの活性化
は見られなかった。 
 次に神経前駆細胞における GPR56 の機能
を調べるために GPR56 の過剰発現、ノック
ダウンおよび抗体の効果を検討した。過剰発
現により神経前駆細胞の遊走の抑制が、また
抗 GPR56 抗体によっても同様の抑制が観察
され、その抗体の作用は GPR56 をノックダ
ウンされることでキャンセルされた。また
p115RGS および C3 の共発現によっても同
様に遊走阻害が抑制された。 
 また BFPP で見出された GPR56 変異体を細
胞内で発現させたところ変異体は細胞膜に
行かずに細胞内に貯留することが判明した。 
 以上の結果から、GPR56 が神経前駆細胞の
細胞膜に発現しており、G12/13 という Gタン
パク質を介して低分子量 GTP結合タンパク質
Rho を活性化することにより神経前駆細胞の
遊走を負に制御していることが明らかとな
った。 

 また、これまでのオーファン受容体の研究
はリガンドが不明なためその解析が遅れて
いたが、Adhesion GPCR の場合には甲状腺刺
激ホルモン受容体と同様に受容体を認識す
る抗体がアゴニスト様に働き、その機能の解
析に有用であることが判明した。 
 今後、種々の部位を認識するモノクローナ
ル抗体を作成し、その作用機構を詳細に解析
することにより Adhesion GPCR の活性機構が
明らかになることが大いに期待されるとと
もに、それぞれの生理機能の解析が飛躍的に
進展することが予想される。また、いくつか
のがん細胞において GPR56が増殖や接着に関
与することを示唆する結果を得ているので、
抗 GPR56抗体が抗がん剤となる可能性を追求
して研究を進めている。 
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