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研究成果の概要：生活習慣病に関連する新規生理活性ペプチドの探索と機能解析を目的として、

生活習慣病に関わる組織で発現しているオーファン受容体の安定発現細胞株を作製するととも

に、リガンドの探索ための新たな方法の開発を行い、新規生活習慣病関連ペプチドの探索を進

めた。また、摂食促進ペプチド；グレリンの消化管における分泌調節と機能解析、グレリン受

容体の発現調節機構を明らかにした。さらに、新規神経ペプチド；ニューロメジン S の神経内

分泌的調節作用について明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 肥満は、高血圧･心血管障害･糖尿病などの
生活習慣病を頻発させ、その治療と予防は医
学的･社会的に大きな課題である。2005 年に
設定された我が国のメタボリックシンドロ
ームの診断基準においても、腹腔内内臓脂肪
蓄積が重要な役割を担っている。摂食･エネ
ルギー代謝調節の分子レベルでの病態の解
明は、近年急速に進んでいる分野であり、肥
満のみならずそれに起因する生活習慣病の
病態解明および総合的に治療する新しい治
療法の開発につながるものと期待される。 
 当研究室においては、これまでの系統的な

生理活性ペプチドの探索およびリガンドの
未知なオーファン受容体の発現細胞系を用
いたアッセイ系によるリガンドスクリーニ
ングにより、近年では、グレリンの発見やニ
ューロメジン U（NMU）およびニューロメジン
S（NMS）の同定に成功した。さらに、これら
のペプチドの機能解析により、グレリンは成
長ホルモン分泌促進のみならず、摂食･エネ
ルギー代謝調節、循環調節など多彩な作用を
有することが明らかにし、NMU はノックアウ
トマウスの解析により、その欠損が肥満、耐
糖能異常、高脂血症など生活習慣病のモデル
となることを示した。2005 年に単離した NMS
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も、摂食抑制ホルモンとして機能している可
能性を呈示し、当研究室におけるペプチド探
索が、生活習慣病およびその基盤となる肥
満･エネルギー代謝調節に関わる因子の同定
に繋がっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究代表者らのこれまでの実
績と経験を背景として、生活習慣病に関わる
新規生理活性ペプチドの探索･同定とその機
能解析、既に生理作用の解析を進めているグ
レリン、ニューロメジン U およびニューロメ
ジン S について、生活習慣病との関連を中心
にさらに機能解析を進展させることを目的
とする。本研究の遂行により、内分泌調節、
摂食調節やエネルギー代謝調節機構の再構
築ならびにそれらを基盤とした生活習慣病
との関連性の解明へ貢献することを期待し、
さらに肥満ならびに関連疾患の予防･治療薬
開発につながる臨床応用への研究も見据え
て研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
(1) 生活習慣病に関連する新規生理活性ペ
プチドの探索 
① 生活習慣病への関連が推定されるオーフ
ァン受容体の安定発現細胞株の作製 
 生活習慣病に深く関わると考えられる脳
視床下部、心臓･血管組織もしくは脂肪組織
で発現しているリガンドが未知な受容体（オ
ーファン受容体）を選別し、内因性リガンド
がペプチドであると推定されるものについ
て全長 cDNA をクローニングした後、哺乳動
物細胞へ導入し、オーファン受容体安定発現
細胞株を得る。オーファン受容体の発現分布
は、ラット cDNA パネルを用いて RT-PCR を用
いて解析する。 
 
② オーファン受容体発現系を用いた新規ペ
プチドの探索 
 樹立したオーファン受容体安定発現細胞
株に、ラットおよびブタ組織抽出物を添加し、
細胞内シグナル変化を指標として、オーファ
ン受容体の内因性リガンドの探索を行う。 
 組織は、煮沸して内因性プロテアーゼを失
活させ、酢酸抽出して得た可溶性ペプチド画
分を、逆相 C18 カラムを用いて脱塩･濃縮す
る。さらに、SP-Sephadex イオン交換クロマ
トグラフィーにて酸性画分、中性･弱塩基性
画分、強塩基性画分に大別し、G-50 ゲル濾過
を行う。各ゲル濾過フラクションの一部を樹
立したオーファン受容体発現細胞株に加え、
培養細胞内カルシウム上昇を FLIPR System
（Molecular Devices 社）で、細胞内 cAMP 変
動を Fusionα（Perkin Elmer 社）あるいは
ルシフェラーゼレポーター遺伝子を利用し
た高感度のアッセイ系を用いて測定する。活

性の認められるフラクションを、さらにイオ
ン交換高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、
逆相HPLC 等を用いてリガンド精製を進める。 
 また、リガンド探索で重要なことは、鋭敏
且つ高感度で再現性の高い活性検出法の確
立であり、上記の細胞内カルシウム上昇、細
胞内 cAMP 変動を指標としたアッセイ法に加
え、新たなオーファン受容体アッセイ法を確
立する。 
 
(2) グレリン、ニューロメジン U およびニュ
ーロメジンSの生活習慣病における機能の解
明 
①グレリンの機能解明 
 グレリンの生理機能制御機構を明らかに
するため、その受容体である GHS-R の発現調
節機序について、ラット迷走神経節における
発現変動を、摂食状態、迷走神経切断、消化
管ペプチド投与等により検討する。また、グ
レリンの分泌調節および消化管における生
理作用を明らかにするため、消化管ホルモン
であるガストリンによる分泌調節と胃酸分
泌作用について評価した。 
 
② ニューロメジンUおよびニューロメジンS
の機能解明 
 ラット脳において視床下部に特異的に発
現しているニューロメジン Sについて、新た
な生理機能明らかにするため、中枢投与（脳
室内投与）による作用部位とそれに基づく神
経内分泌学的作用について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 生活習慣病に関連する新規生理活性ペ
プチドの探索 
① オーファン受容体の安定発現細胞株の作
製 
 新たな生活習慣病に関連するペプチドの
探索を目的として、脳、消化管および脂肪組
織に主に発現するオーファン受容体の cDNA
クローニングを行い、発現ベクターに組み込
み、哺乳動物細胞（CHO 細胞、HEK293 細胞）
に導入し、25 種類のオーファン受容体安定発
現細胞株を作製した。 
 
② オーファン受容体発現系を用いた新規ペ
プチドの探索 
 新規ペプチドの探索のための材料として
の組織抽出物として、ブタの視床下部、脳幹、
嗅球、脊髄、下垂体、肝臓および胎盤、ラッ
トの脳、小脳、心房、心室、胃、小腸、腎臓、
肝臓、骨格筋、内臓脂肪および精巣をそれぞ
れ酢酸抽出し、逆相C18カラムを用いて脱塩･
濃縮後、イオン交換、ゲル濾過クロマトグラ
フィーにて分画したペプチド・ライブラリー
を作製した。 
 オーファン受容体を用いた新規内因性リ



 

 

ガンド探索のための新たな活性検出法とし
て、従来より用いている培養細胞内カルシウ
ム上昇や細胞内 cAMP 変動を測定する系に加
えて、受容体インターナリゼーションを指標
とするアッセイ法を、IN Cell Analyzer(GE
ヘルスケアバイオサイエンス社)を用いて確
立した。本アッセイ法は、オーファン受容体
の N 末端部にタグを付け、そのタグを認識す
る抗体に pH 感受性蛍光色素を標識したもの
を用いるアッセイ法であり、受容体が共役す
る G タンパク質のサブタイプに依存せず、リ
ガンドと受容体の結合を検出でき、細胞内二
次シグナルが不明なオーファン受容体にお
けるリガンド探索への応用も可能である。さ
らに、発現させたオーファン受容体の細胞膜
移行の検出が可能であり、オーファン受容体
タンパク質の細胞での発現の確認に有用で
ある。 
 これらのアッセイ系を用いて、オーファン
受容体に対する新規リガンド探索を、ラット
およびブタ組織を材料として進めた結果、ブ
タ視床下部において肥満やエネルギー代謝
調節に関与する一つのオーファン受容体に
対するアゴニスト活性を、既知ペプチドとは
明らかに異なる分画に検出した。現在、本活
性物質の単離・構造決定へ向けての精製を進
めている。 
 さらに、培養脂肪細胞を用い、循環器疾患
の基盤となるメタボリックシンドロームの
病態に関わる脂肪細胞機能を制御する内在
性因子の探索法も確立し、新規生理活性因子
のスクリーニングを進めている。 
 
(2) グレリン、ニューロメジン U およびニュ
ーロメジンSの生活習慣病における機能の解
明 
① グレリンの機能解明 
 オーファン受容体のリガンドとして当研
究室で発見された摂食促進ペプチド；グレリ
ンの受容体であるGHS-R の迷走神経節におけ
る発現調節について検討した結果、GHS-R 発
現は日内変動を有し、さらに、摂食状態や迷
走神経切断、消化管ペプチド（コレシストキ
ニン、ガストリン）投与により調節を受けて
おり、GHS-R の生合成は中枢性および末梢性
に制御されていることが判明した。リガンド
のみならず、受容体の発現調節によってもグ
レリンの生理作用が制御されている可能性
が示唆された。 
 また、グレリンは、消化管ペプチドである
ガストリンにより胃からの分泌が促進し、さ
らに、グレリンとガストリンは、胃酸分泌刺
激に対して相乗効果を有していることが判
明した。 
 
② ニューロメジンUおよびニューロメジンS
の機能解明 

 研究代表者らは、2005 年にオーファン受容
体発現細胞系を用いたアッセイ系によるリ
ガンドスクリーニングにより、ニューロメジ
ン S（NMS）と命名した新規の生理活性ペプチ
ドをラットの脳より単離した。本ペプチドは
その生理作用の一つとして、摂食抑制作用を
有することを既に報告していた。今回、NMS
のラットへの中枢投与（脳室内投与）により、
視床下部室傍核および視索上核のバゾプレ
ッシン産生細胞に作用し、用量依存的に血中
バゾプレッシン濃度を増加させ、尿量を減少
させることを明らかにした。この作用は、フ
ァミリーペプチドであるニューロメジン Uと
比較して、約 10 倍強力であった。内因性の
NMS はバゾプレッシンを介して、体液量を調
節していることが示唆された。 
 さらに NMS は、視床下部室傍核および視索
上核のオキシトシン産生細胞にも作用し、用
量依存的に血中オキシトシン濃度を増加さ
せ、乳中分泌促進作用を示すことを明らかに
した。NMS 抗体投与により授乳ラットの乳汁
分泌が抑制されたことより、NMS は内因性の
オキシトシン分泌調節因子であることが示
唆された。 
 以上のように、NMS は内因性の神経内分泌
調節因子であることを明らかにした。 
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