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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質の主要成分である７回膜貫通型受容体の二量体構造とシグナル伝達の解明は、
受容体研究の重要な領域となっている。好中球に発現するホルミルペプチド受容体の多量体構築と細胞内情報伝達につ
いて理解する目的で、ホルミルペプチド受容体の２つのサブタイプに対し選択的なペプチドを二量化したペプチドを合
成した。選択的アンタゴニスト処理した細胞や選択的アゴニストで脱感作した細胞上で生物活性を評価した結果、ヘテ
ロリガンドの２つのペプチドはそれぞれ異なる相手と相互作用し、活性を発現していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Many G-protein coupled receptors exist as homo-dimers and heterodimers, but also t
hat their dimeric assembly could have important functional roles. To understand the structure and biologic
al roles of dimeric states of formyl peptide receptors, dimeric peptides with subtype selective ligands we
re synthesized. From the results of biological assays, dimers play a role in binding to the two distinct b
inding sites.
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１．研究開始当初の背景 
 膜タンパク質の主要成分である７回膜貫
通型受容体の二量体構造とシグナル伝達の
解明は、受容体研究の重要な領域となってい
る。７回膜貫通型受容体の膜貫通部の存在状
態、特に受容体タンパク質の二量体構造構築
とそのシグナル伝達において、膜上で二量体
を形成する７回膜貫通型受容体タンパク質
の機能単位や、二量体を形成した２つの受容
体タンパク質に存在する２つのリガンド結
合部位の機能等はまだ不明なままである。こ
れまで種々のペプチドにおいてリガンド二
量体の化学合成と生理活性評価をおこなっ
てきた。最近は、白血球の主成分である好中
球を活性化するホルミルペプチド受容体を
題材に、受容体の多量体構築と細胞内情報伝
達の機構について、二量体リガンドや受容体
膜貫通ペプチドを用いて研究を行っている。 
 また、一般的に受容体は複数のタンパク
質が会合して機能を調節していると考えら
れているが、作動薬・拮抗薬の結合とタン
パク質会合の関連は明らかになっていない。
我々はこの膜貫通部ペプチドを化学合成し、
好中球活性化受容体の高度活性化を評価し
た。得られた膜ドメインをヒト好中球と相
互作用（受容体タンパク質の会合）した後、
アゴニストペプチドにより受容体を活性化
させたところ、いくつかの膜貫通ドメイン
を投与した場合のみ、予め活性を発現しな
い薬物を投与することにより、次に投与す
る活性剤の作用を劇的に増強させるプライ
ミング作用を示すことを見いだした。受容
体会合が活性化に必須な場合、膜ドメイン
ペプチドの添加は受容体会合を妨げると考
えられるため、受容体の不活性化を引き起
こされると予想していた。全く異なる結果
を与えた今回の研究から、好中球活性化受
容体は、会合することなしに活性を調整し
ている、あるいは膜ドメインペプチドの添
加が異なる受容体タンパク質会合を起こし、
受容体活性を増強した、膜ドメインが偶然
受容体のリガンド結合部位と相互作用し、
シグナル伝達か受容体のアップレギュレー
ションを誘導したこと等が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 好中球に発現するホルミルペプチド受容
体の多量体構築と細胞内情報伝達について
理解する目的で、ホルミルペプチド受容体サ
ブタイプに対し、異なる選択制を持つ複数の
ペプチドを共有結合で架橋した二量化ペプ
チドの開発とこのペプチドが生体膜上でヘ
テロ二量化受容体と相互作用し、受容体の二
種類のタンパク質会合体が伝達するシグナ
ルを解析した。また、受容体の膜貫通領域の
アミノ酸配列を持つペプチドと細胞上の受
容体との相互作用を利用し、受容体をホモや
ヘテロに二量化させた状態を構築する目的
で、受容体膜貫通領域由来ペプチドの構造機
能相関研究を行った。本研究では、以下の３

つの実験、ヘテロ二量化受容体の情報伝達を
区別するハイブリッド二量体の合成、ハイブ
リッド二量体によるヘテロ二量化受容体の
情報伝達の解明、二量化膜貫通ペプチドによ
る二量化受容体の構築の可能性と機能解明
をおこなった。 
 
３．研究の方法 
 ヘテロ二量化受容体の情報伝達を区別す
るハイブリッド二量体の合成する目的で、ホ
ルミルペプチド受容体の各サブタイプに選
択的なアゴニストとアンタゴニストを共有
結合で架橋したハイブリッド二量体を合成
した。合成にあたり、架橋部位はペプチドの
活性に影響しない部位でおこなった、架橋剤
はペプチドや合成二量体の溶解度を考慮し
てシステイン残基のジスルフィド結合を選
択した、架橋剤の鎖長は一般的に短い時に最
大活性を発現するが、サブタイプの選択性に
関し鎖長依存性が見られるため、Gly 残基を
数残基持つペプチドを数種類合成した。ペプ
チドの合成は、迅速固相法で行った。目的の
構造にあった固相樹脂上でアミノ酸を順に
縮合した。目的のペプチド鎖まで伸長した後、
脱保護、脱樹脂を行った。ペプチドの純度は
高速液体クロマトグラフィ法、構造は飛行時
間型質量分析法により行った。 
 生理活性は、ヒト好中球及び分化させたヒ
ト急性骨髄性白血病細胞HL-60でのルミノー
ル化学発光法による活性酸素生成、ボイデン
チャンバーによる遊走活性、エラスターゼ放
出、細胞内カルシウム濃度変化で評価した。 
 
４．研究成果 
 これまでモルヒネ様鎮痛ペプチドエンケ
ファリンやモルヒセプチン、神経ペプチド、
サブスタンスＰとニューロキニン類、白血球
遊走ホルミルペプチドの各ペプチドにおい
て２つのペプチドリガンドを共有結合で二
量したアナログの化学合成とそれらの生理
活性評価を行う事で、GPCR 二量体の構造機能
研究を行った。 
 これらの研究を通してリガンド二量体の
効果として、単量体リガンドを二量化する事
により受容体親和性と生物活性が飛躍的に
増強すること、合成された二量体ペプチドの
受容体サブタイプ選択性に明確な架橋鎖長
依存があること、２つのファルマコア間に至
適鎖長の存在することを見いだした。さらに
２つのペプチドを二量化することにより高
活性化した二量体ペプチドの１つの活性発
現構造を取り除いた新規アナログを合成し、
二量体の生物活性と比較したところ、１つの
活性中心を欠く事で、二量体化による親和性
及び発現する生物活性増強効果が消失する
ことを見いだした。この結果から、二量化ペ
プチドは、少なくとも受容体に二価的に相互
作用することを明らかにした。さらに、２つ
のペプチドが２つのことなるプロトマと相
互作用することを調べる目的で、２つの異な



る選択制を有するペプチドの二量体を合成
し、生物活性を評価したところ、選択的アン
タゴニスト処理した細胞、及び選択的アゴニ
ストで脱感作した細胞上で、ヘテロリガンド
は、異なる挙動を示した。この結果、ヘテロ
リガンドの２つのペプチドはそれぞれ異な
る相手と相互作用し、活性を発現しているこ
とが示唆された。これらの知見をもとに、さ
らに二価的受容体の機能研究を実施する。 
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