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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は細胞外の物理化学的情報を細胞内情報に変換し
伝達する膜タンパク質である。多くのGPCRは特有の化学物質をリガンドとし、リガンドがGPCRに結合することで
シグナルがONになる。我々は、250種類のGPCRのうち、少なくとも7種類のGPCR（GPR-X）がリガンド非依存的に
活性化する性質（自発活性）を持つことを新たに見出した。遺伝子改変マウスを用いた解析の結果、7種のGPR-X
の1つであるP2Y6Rが心筋のストレス抵抗性を制御することが明らかとなり、新たな治療標的としてのGPR-Xsの可
能性が示された。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are membrane proteins that convert 
extracellular physicochemical stimuli into intracellular signal transduction. Every GPCR uses their 
characteristic chemical substance as a selective ligand, and the signal is turned on when the ligand
 binds to the GPCR. We newly found that out of 250 types of GPCRs, at least 7 types of GPCRs 
(GPR-Xs) have a ligand-independent activation property (i.e., spontaneous activity). We revealed 
using genetically modified mice that P2Y6R, one of the GPR-Xs, regulates cardiac stress resistance, 
and suggested a potentiality of these GPCRs as new therapeutic targets. 

研究分野： 薬理学、生理学

キーワード： GPCR　自発活性　炎症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は、細胞外のホルモン情報を細胞内に伝達する重要なセンサーであり、創薬
標的としても非常によく注目される膜タンパク質である。教科書的には、GPCRはホルモンや神経伝達物質などの
リガンドによってのみ活性化されると信じられてきたが、我々はGPCRが存在する場の環境変化によって自発的に
活性化することを明らかにした。この知見は、リガンド－GPCR結合様式でのみ考えられてきたGPCR創薬研究を見
直すきっかけとなり、新たな疾患治療のストラテジー構築につながる可能性が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
これまで、後天的な環境要因が心臓の形態構造を変化させ、心機能不全を誘導するメカニズム

を細胞内シグナル伝達の視点から明らかにしてきた。三量体や低分子量・ダイナミン様 G タン
パク質が活性酸素の標的分子となることを世界に先駆けて明らかにし、各 G タンパク質の酸化
修飾の病態生理学的意義を明らかにした（Nature, 2000; Nature Chem Biol, 2012. Nature 
Commun, 2017; Science Signal., 2019）。また、圧負荷で誘発される心筋の線維化に三量体 G12/13

タンパク質－Rho シグナリングが関与すること、そのトリガーGPCR が心筋細胞のプリン作動
性 P2Y6 受容体であることを見出した（Nishida M et al, EMBO J, 2008）。P2Y6 受容体は加齢
依存的にアンジオテンシン受容体とヘテロ二量体を形成し、加齢高血圧リスクを高めることも
明らかにした（Science Signal, 2016）。P2Y6 受容体を心筋特異的に過剰発現させたマウスは、
血行力学的負荷に対して脆弱性を示すことが明らかとなり、その分子制御機構を調べていく過
程で本提案の自発活性の発見に至った。 
遺伝子導入・発現させただけで、リガンド非依存的に細胞内シグナルを活性化する GPCR 群

（GPR-X）の存在を初めて明らかにした。GPR-X は、培養ディッシュやコーティングの種類な
ど外環境に大きく依存することから、既存の GPCR 活性化経路とは異なる機構で興奮性を誘導
していると考えられる。GPR-X は病態時の心臓でも発現が増加しており、左心室の期外収縮（不
整脈）の誘発にも関与している可能性が考えられる。一方で、GPR-X の一つである P2Y6R を
欠損（P2Y6R-KO）させたマウスの表現型が野生型のそれとほとんど変わらないことも確認して
いる。これらの知見は、GPR-X の自発活性が、心臓のペースメイキングや概日リズムとは全く
異なる「後天的な興奮性獲得」に関与することを強く示唆している。P2Y6R-KO マウスに炎症
性腸疾患モデルを掛け合わせたところ、腸組織の炎症や突然死が顕著に抑制されることがわか
った。腸組織における P2Y6R の役割に注目し始めたところ、結腸における蠕動運動リズムと
P2Y6R 発現細胞の興奮リズムが似たパターンを示すことがわかってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、G タンパク質共役型受容体（GPCR）のリガンドに依存しない新たな機能

（Moonlighting function）の動作原理とその生理的意義の解明を目指した。我々は、たった１
つの GPR-X 遺伝子を非興奮性の細胞株に発現させるだけで律動的な細胞内 Ca2+濃度上昇（Ca2+

オシレーション）を惹起することを偶然発見した（3 種類の細胞株で再現性を確認）。GPR-X 群
の一つである P2Y6R を発現させることで誘導される筋芽細胞の興奮性獲得は、リガンド結合欠
損 P2Y6R 変異体を発現させても観察され、βアレスチン欠損細胞株に P2Y6R 変異体を発現さ
せても観察された。P2Y6R は組織普遍的に発現しており、P2Y6R-KO マウスは成長がやや遅い
ものの、成熟後の表現型には異常がないことも確認できている。こうした知見から、GPR-X の
自発能は後天的に獲得される可能性が示されている。そこで本研究では、GPR-X が興奮性を獲
得する分子機構を細胞レベルで解析するとともに、P2Y6R 変異マウスを例に、GPR-X 興奮性獲
得の（病態）生理的意義を調べた。 

 
３．研究の方法 
１．GPCR による細胞興奮性獲得の分子機構解析 
東北大薬・青木淳賢教授（現・東京大薬教授）が保有する約 300 種類の GPCR を用いて、GPR-

X と同様に自発活性を持ちうる GPCR を同定し、in silico 相同性検索により興奮性獲得に必要
な部位の探索を行った。同時に、いくつかのアミノ酸変異体を作成し、恒常的に興奮性を獲得で
きる変異体を探索した。また、FLAG 標識を付加した GPR-X をβアレスチン欠損線維芽細胞に安
定発現させ、自発活動能を惹起できる培養ディッシュと惹起できない培養ディッシュそれぞれ
に細胞を播種した。標識タグ抗体を用いて免疫沈降を行い、興奮性獲得依存的に相互作用が増加
するタンパク質（細胞外基質）を質量分析で探索した。 
２．P2Y6R-KO マウスを用いた心臓のストレス抵抗力の評価 
P2Y6R-KO マウスは、littermate の野生型マウスと比べて表現型（行動・心血管機能・代謝能

など）に目立った違いはない。そこで、P2Y6R-KO マウスに大動脈狭窄を外科的に施し、心臓の
圧負荷ストレスに対する抵抗力を評価した。 
 
４．研究成果 
１．GPCR による細胞興奮性獲得の分子機構解析 
約 300 種類ある GPCR を 5種類ずつに分け、HeLa 細胞株に発現させた後、細胞内 Ca2+濃度を計

測した。通常のガラスボトムディッシュに播種した GPCR 一過的発現 HeLa 細胞では何ら変化認
められなかったのに対し、シリコンチャンバーディッシュに播種した HeLa 細胞では、P2Y6R 以
外に 6 種類の GPCR（GPR-X 群と呼ぶ）が自発的な Ca2＋振動（オシレーション）を示すことがわ
かった。これら 7種の GPR-X 群のうち、2種類について、リガンド及び阻害薬が報告されている
ものの、リガンドを処置しても自発活性に類似した Ca2＋オシレーションは再現されず、阻害薬



を処置しても自発活性は阻害され
なかった。以上の結果から、GPR-X に
よる細胞興奮性獲得はリガンドに
依存しない可能性が示された。 
次に、P2Y6R をベースに自発活性

に関わるアミノ酸部位の探索を行
った。リガンドとの結合に関わる細
胞外ドメインを置換したP2Y6R変異
体でも Ca2＋オシレーションは観察
されたが、細胞外のインテグリン結
合ドメイン（RGD 配列）を RGE に置
換した変異体ではCa2+オシレーショ
ンが発生しなくなった。P2Y6R と G
タンパク質との共役に関わるアミ
ノ酸を置換した変異体 P2Y6R (AAY)
でも同様に、自発的な Ca2+オシレー
ションが消失した。他 6 種の GPR-X
にはRGD配列がないことを考慮する
と、RGD 配列の変異は Gqタンパク質
と P2Y6R との共役を阻害することで、見かけ上、自発活性を消失させたと考えられる。そこで、
すでに 3次元構造が解かれているβ2アドレナリン受容体を構造基盤として、7種の GPR-X を対
象に in silico 解析を行い、相同性の高いアミノ酸配列部位の予測を行った。残念ながら、想定
されるアミノ酸配列の中に既知のドメイン配列は認められなかった。現在、相同性の高かったア
ミノ酸配列部位を対象に、一か所ずつアミノ酸を置換した変異体を作成している。 
 
２．P2Y6R-KO マウスを用いた心臓のストレス抵抗力の評価 
 P2Y6R 欠損マウスでは
TAC 処置後の生存率が顕著
に低下し、生存マウスを比
較しても、野生型のそれと
比べて、著しい心肥大と線
維化、心機能低下の亢進が
認められた。一方、心筋特
異的にP2Y6Rを過剰発現さ
せたマウスにTAC処置した
ところ、やはり心機能が著
しく低下し、特に間質の線
維化が強く亢進されてい
た。この結果は、我々が以
前P2Y6R阻害薬を用いて報
告した知見と一致してい
た。P2Y6R をノックダウン
させたラット新生児心筋
細胞において、低浸透圧ス
トレスに対する細胞肥大
化および細胞障害は有意
に抑制されていた。以上の結果より、心筋細胞の P2Y6R は物理的ストレスに対する心筋リモデリ
ングや障害を仲介する役割を担うことが明らかとなった（Scientific Reports, 2020）。一方で、
全身 P2Y6R 欠損マウスでも TAC による心不全が悪化したことから、マクロファージや線維芽細
胞などの非心筋細胞 P2Y6R は心筋保護的に働く可能性も示された。さらに栄養飢餓によって誘
発される心筋萎縮に対する P2Y6R の関与も検討した結果、栄養飢餓や低酸素ストレスでは心筋
細胞から遊離される ATP が P2Y2 受容体を介して心筋萎縮を惹起することも明らかとなり、この
系に P2Y6R は関与しないことも示された（Scientific Reports, 2019）。 
以上より、心筋細胞の P2Y6R が線維化を誘導する引き金 GPCR として働くこと、P2Y6R の活性

化にはリガンドに依存しない経路が存在することも明らかとなった。自発活性化型 P2Y6R の心
筋細胞における役割（線維化の引き金）は、非心筋細胞における役割（心筋保護）と相反するも
のであることも示唆され、P2Y6R の多彩な生理機能が明らかとなった。 

 
図１ 自発活性をもつ GPCR（GPR-Xs）の 

スクリーニング概要 

 

図２ P2Y6R 欠損による心筋の圧負荷抵抗力の減弱 
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