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研究成果の概要（和文）：グレリンは成長ホルモンの分泌・食欲調節を含むエネルギー代謝の調

節だけでなく、免疫機能などにも関わるペプチドホルモンである。本研究では、血中よりグレ

リンの脂肪酸修飾を加水分解する酵素として APT1を、またペプチド鎖を切断する酵素として
APCと TAFIをそれぞれ精製し、遺伝子クローニングをおこなった。さらに、これらの反応に
よって生じるグレリン分解産物の生物活性について、細胞分化能の亢進などの働きをもつこと

を突き止めた。 
 
研究成果の概要（英文）：A peptide hormone ghrein has divers physiological actions including 
growth hormone release, appetite control and immunomodulation. In this study, the 
ghrelin deacylation enzyme (APT1) and two ghrelin peptidases (APC and TAFI) were 
purified from animal blood, and their cDNAs were isolated. The enzymatic processed forms 
showed synergistic or distinctive roles in ghrelin actions such as cell differentiation.  
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物化学・機能生物化学 
キーワード：グレリン、酵素、ペプチドホルモン、酵素、脂質修飾、タンパク質精製 
 
１．研究開始当初の背景 
グレリンの生理活性はエネルギー代謝の調
節をはじめ広範に渡るが、その多様性を説明
する分子機構については不明な点が多い。グ
レリンは他のペプチドホルモンにみられる
ようなサブタイプが存在せず、グレリン受容
体は遺伝子としては２つのバリアントが存

在するものの、その一つは偽遺伝子とされて
おり機能しない。いっぽうで、血中グレリン
は動物種により若干の違いはあるが数分以
内に半減期を迎える。このような代謝機構に
ついても責任酵素などの情報はほとんど明
らかになっていなかった。 
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２．研究の目的 
グレリン機能の多様性を支える分子基盤の
一つとして血中における分解産物に注目し、
これらの生成機序の解明を目指す。また、こ
れらグレリン分解産物による生体機能の調
節について新規の作用点を見出し、分子機構
を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）動物血液によるグレリン分解を質量分
析計によりモニターしながら、その責任酵素
の精製・遺伝子クローニングをおこなった。
ウシ血清（FBS）、ウマ血清（HS）、ウシ血漿
（BP）のグレリン脱アシル化活性（図１左）
およびコリンエステラーゼ活性（図１右）を
示す。	
 
（２）（１）により同定された酵素によるグ
レリン分解産物の生理活性について主に細
胞レベルで評価をおこなった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）グレリン分解酵素の精製と遺伝子ク
ローニング	
 
①グレリン脱アシル化酵素の同定と酵素学
的な性質の解析：ウシ血清よりアシルプロテ
インチオエステラーゼ１（APT1）を単離した。
さらに、APT1 の cDNA を取得し、大腸菌を宿
主としてリコンビナント APT1 を精製し、こ
のタンパク質についてグレリン脱アシル化
活性（図２左）およびリゾホスホリパーゼ活
性（図２右）を確認した。②ウシ血漿より APT1
とは異なるグレリン脱アシル化活性を見出
して精製を試みたが部分精製標品から単一
の分子を同定することはできなかった。	
 
③グレリンエンドペプチダーゼの同定と酵
素学的な性質の解析：ウシ血漿よりグレリン
の１５番目のアルギニンと１６番目のリジ
ンを切断する活性を見出し、この反応が活性

化プロテイン C（APC）によって触媒されるこ
とを発見した。	
 
④グレリンカルボキシペプチダーゼの同
定：ウシ血漿より APC によって生成する短縮
型グレリン１５のカルボキシル末端のアル
ギニンを消化する酵素トロンビン活性化フ
ィブリン分解抑制タンパク質（TAFI）を見出
した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図２	
 
	
 
	
 

（２）グレリン分解酵素の機能解析	
 
①APT1：マクロファージ様細胞 RAW264.7 で
はリポポリサッカライド（LPS）刺激によっ
て APT1 の分泌が亢進した。炎症性の刺激に
より血中グレリン濃度が低下するメカニズ
ムを説明するものと考えられる。また、APT1
はPC12の軸索伸長モデルを用いた解析から、
神経分化に伴って発現量が低下することを
明らかにした。これは cAMP 濃度の上昇に伴
う APT1 遺伝子の発現低下によるものと考え
られた。	
 
②新規グレリン脱アシル化酵素：部分精製標
品の解析から、APT1 とは異なり Triton-X100
により失活するマクログロブリン様モチー
フをもつ100kDを越えるタンパク質分子であ
ることが予想された。	
 
③APC：in	
 vitro ではアシル化グレリン、脱
アシル化グレリンのいずれも基質にするこ
とを確認した。	
 
	
 
（３）グレリン分解産物の機能解析	
 
①グレリン受容体依存性のシグナル伝達機
構：PC12 細胞を用いた EGR1 遺伝子の活性化
を指標とするレポーター遺伝子アッセイを
用いて評価をおこなった（図３）。脱アシル

 

 



 

 

化グレリンは既に報告されているとおりグ
レリン受容体 GHSR1a を活性化しないことを
確認した。また、APC により切り出される短
縮型グレリン１５は全長型に準じる受容体
活性化能を有していた。	
 
②細胞分化能：筋芽細胞 C2C12 の筋分化に対
する影響を検討した。脱アシル化グレリン、
グレリン１５ともにC2C12の分化を亢進させ
た。この細胞株は GHSR1a を発現していない
ことから、新規のグレリン受容体の存在が示
唆される。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図３	
 
	
 
	
 

（４）研究の位置づけ、インパクト	
 
	
 これまでグレリン遺伝子の発現制御機構
やアシル化修飾酵素の解析は研究が進んで
いた。いっぽうで、グレリン分解経路につい
てはほとんど不明であった。本研究により４
つのグレリン分解酵素が同定され、血中代謝
の動態について凝固・線溶系との関わりが深
いことが世界に先駆けて明らかにされた。す
なわち、血液中のグレリンは APT1 により脱
アシル化を受ける。一方、２８残基のペプチ
ドは APC と TAFI により N 末端側のグレリン
１５およびグレリン１４を生じる。C 末端側
ペプチドは血中で非常に不安定であるため、
未同定のエステラーゼにより速やかに分解
される（図４）。	
 
	
 グレリンは食欲調節を正に調節するだけ
でなく、血糖値や脂質代謝にも影響を与える
との報告がある。いわゆるメタボリック・シ
ンドロームのような代謝異常は心血管系の
慢性炎症であるという新しいスキームが国
内外でホットなトピックスになっており、グ
レリンが心血管系の保護作用をもつことと、
心血管イベントがしばしば凝固系を活性化
することとの機能的な関連が予想される。今
後はこれらについて個体レベルでの解析を
進めていく予定である。	
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