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研究成果の概要（和文）：	 

	 LGR5 受容体は消化管幹細胞のマーカーであるが、その内因性リガンドはまだみつかっていな

い。本研究では LGR5 発現細胞のアッセイ系を確立し、脳や腸管組織のペプチド抽出サンプルを

系統的にアッセイし、リガンドを探索した。脳組織で検出した陽性シグナルを単一のペプチド

まで精製し、アミノ酸配列を解析したところ、このペプチドは CGRP（カルシトニン遺伝子関連

ペプチド）であった。おそらく CHO 細胞に内因性に発現している CGRP 受容体に反応したもので

あると考えられた。LGR5、およびそのファミリー受容体の LGR4,	 6 の内因性リガンドはまだ不

明である。	 

	 

研究成果の概要（英文）：	 

	 	 	 An	 orphan	 GPCR	 LGR5	 receptor	 is	 a	 marker	 for	 gastrointestinal	 stem	 cells.	 However,	 

the	 endogenous	 ligand	 for	 LGR5	 has	 not	 been	 discovered.	 We	 established	 a	 cell	 line,	 which	 

stably	 expressed	 LGR5,	 and	 used	 it	 for	 a	 systematic	 assay	 on	 brain	 and	 gastrointestinal	 

tissue	 peptide	 extracts	 to	 search	 for	 the	 ligands.	 We	 detected	 a	 positive	 signal	 in	 the	 

brain	 samples	 and	 purified	 it	 to	 a	 single	 peptide.	 By	 amino	 acid	 sequence	 analysis,	 we	 

found	 that	 the	 purified	 peptide	 is	 CGRP,	 a	 neuropeptide.	 We	 thought	 that	 CGRP	 should	 have	 

reacted	 to	 endogenous	 CGRP	 receptors	 on	 CHO	 cells.	 The	 real	 endogenous	 ligands	 for	 LGR5	 

and	 its	 relative	 receptors,	 LGR4	 and	 LGR6,	 are	 still	 controversial.	 	 
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１．研究開始当初の背景	 

	 LGR	 (Leucine-rich-repeat	 containing	 

G-protein	 coupled	 Receptor)ファミリーはロ

イシンリッチな繰り返し配列を細胞外ドメイ

ンに有するGPCR（Ｇ蛋白質共役型受容体）で、

LGR1からLGR8までの８種類の受容体からなる

ファミリーである。LGR1̃3はそれぞれ順番に

LH（黄体化ホルモン）,	 FSH（卵胞刺激ホルモ
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ン）,	 TSH（甲状腺刺激ホルモン）の受容体で、

LGR7と8は子宮筋弛緩作用をもつホルモンの

リラキシン受容体であることが知られている。

しかし、残りのLGR4,	 5,	 6の3種類については、

相互にアミノ酸配列のホモロジーが高い受容

体ファミリーを形成しているが、その内因性

のリガンドについては全く不明である。	 

	 近年、LGR5は消化管や毛包の幹細胞のマー

カーであり、さらにLGR5のノックアウト・マ

ウスは、舌癒着症や腸管拡張などの発生・分

化異常を示して新生児致死に至ることが報告

された	 (Baker	 et	 al.	 Nature	 449	 (2007)	 &	 

Gastroenterology	 138	 (2010)など参照）。こ

のことは、LGR5とその内因性リガンドの系が、

動物の消化管系の発生・分化に必要で、また

腸管細胞の機能維持に重要な役割をもってい

ることを示唆している。	 

	 

２．研究の目的	 

	 本研究の期間内に、オーファン受容体LGR5

の内因性リガンドを発見し、その構造、組織

分布、分泌調節、生理作用などを解明する。

LGR5が強く発現している胃や小腸の消化管お

よび毛包の幹細胞について、発見した内因性

リガンドの投与によって幹細胞の増殖・分化

がどのように変化するかを調べる。	 

	 申請者はこれまでグレリンやニューロメジ

ンU,	 ニューロメジンS	 など、多くの微量生理

活性ペプチドを組織から単離・精製してきた

豊富な経験を持ち、アッセイ方法の構築や精

製・構造決定法などに習熟している	 (Kojima	 

et	 al.	 Nature	 402	 (1999),	 BBRC	 276	 )2000)

など)。	 

	 生体内には内因性リガンドの不明なオーフ

ァン受容体がまだ数多く存在しており、リガ

ンドと受容体の組み合わせが明らかでないた

め、その生理作用の研究はほとんど進んでい

ない。最近、この研究計画でリガンド探索の

ターゲットにするLGR5受容体が、消化管や毛

包の幹細胞マーカーであることが明らかにな

ったことから、その内因性リガンドは幹細胞

に作用するユニークなペプチド・ホルモンで

あると考えられる。新しいホルモンの発見が

大きな研究分野に発展することは、申請者ら

の発見した摂食亢進ホルモンの「グレリン」

研究が一つの例となっている。	 

	 本研究によって消化管幹細胞に作用する

新しいホルモンが発見されれば、消化管細胞

の増殖・分化・再生研究だけでなく、消化管

の再生医療への応用などに新しい展開をも

たらすものと期待される。	 

	 

３．研究の方法	 

この研究計画では、幹細胞マーカーとして消

化管幹細胞に発現するオーファン受容体	 

LGR5の内因性リガンドを探索し、このリガン

ドの幹細胞の分化・増殖作用への効果を調べ

る。	 

１，オーファン受容体	 LGR5の安定発現細胞系

の構築	 

	 リガンド探索のアッセイに用いるために、

オーファン受容体	 LGR5の安定発現細胞系を

構築する。	 

	 PCRにて増幅したオーファン受容体	 LGR5の

cDNAを、発現ベクターに組み込み、培養細胞

にトランスフェクトし、受容体の安定発現細

胞株を得る。受容体の発現はノーザンブロッ

トで確認する。発現効率のよいオーファン受

容体安定発現株を選択することで、特異性の

極めて高い、高感度なアッセイ系が得られる。

この発現細胞株に組織抽出のペプチド・サン

プルを添加し、セカンド・メッセンジャーの

変化を測定するアッセイ系を構築する。LGR

受容体ファミリーはGsとカップリングして、

細胞内のcAMP濃度を増加させることが知られ

ている。LGR5の発現細胞株を使って、細胞内

あるいは培養液中のcAMP濃度をRIAあるいは

ELISAによって濃度変化を測定することでア

ッセイを行う。	 

	 

２，オーファン受容体LGR5の内因性リガンド

の探索（平成23～24年度に継続）	 

	 オーファン受容体LGR5の内因性リガンドが

見つかっていない理由として、次のことが考

えられる。	 

①	 リガンドの組織中の含量が極めて少ない。	 

②	 リガンドが存在する組織・臓器の検討が

十分でない。	 

③	 アッセイ系のシステムが最適なものでな

い。	 

	 

①に関して申請者はこれまでグレリンやニュ

ーロメジン類などの微量生理活性ペプチドを

探索してきた経験を有している。その経験か

ら探索のための問題点をあげると、大量の組

織からのペプチド画分の処理が難しいことと、

精製時にペプチドの分解をいかに防止するか、

ということが重要である。	 



	 

	 この計画ではkg単位の大量の腸管組織を

処理してアッセイサンプルを作成すること

を考えている。LGR5は消化管幹細胞のマー

カーであるので、その内因性リガンドも腸

管に存在すると考えられる。そこで、まず

腸管組織からリガンドを探索するkg単位の

ラット腸管組織を、酸・有機溶媒で抽出す

ることで、ペプチド分解を防ぐことができ、

さらに大分子量のタンパク質を除いてペプ

チド画分を効率的に得ることができる。初

期の抽出画分は液量が多いので、イオン交

換クロマトを使って、まずいくつかのフラ

クションに分画する。	 

	 それぞれのフラクションを上記で作成し

たアッセイ系でLGR5の刺激活性を測定して、

次のステップに進む。特にHPLC（高速液体

クロマトグラフィー、現有設備）は再現性

よくサンプルを分画できるため、汎用する。	 

	 

	 ②に関して、LGR5受容体が存在する組織

だけでなく、他の組織にも内因性リガンド

が存在しないか検討する必要がある。申請

者らが行ったグレリンの探索では、受容体

が主として脳神経系に存在するにもかかわ

らず、思いがけないことにリガンドは胃か

ら見つかった。このように受容体の分布組

織に限らず、いくつかの組織からリガンド

探索を進める必要がある。消化管組織以外

に、脳、下垂体、膵臓、副腎などの組織か

らペプチド画分を抽出して、活性を検討す

る。	 

	 

	 ③に関して、構築したLGR5受容体発現細

胞システムのチェックを十分する必要があ

る。LGR5受容体が細胞表面に十分発現して

いるかどうかを、細胞外ドメイン抗体で定

期的にチェックする。またLGR5は受容体フ

ァミリーの類似性から、セカンドメッセン

ジャーがcAMPであると推定されるが、必ず

しもその保障はないので、他のセカンドメ

ッセンジャー（例えば細胞内カルシウム濃

度）や、GPCRに対するarrestin結合活性な

ども検討する。	 

	 以上の研究計画から、リガンド探索の問

題点を克服でき、新規のペプチド・ホルモ

ンの発見が可能であると考える。	 

	 

３，LGR5受容体の内因性リガンドの構造解

析と機能解明（平成24年度以降）	 

	 LGR5受容体の内因性リガンドを発見でき

れば、その構造解析と機能の解明を行う。

遺伝子構造を明らかにして、新規のホルモ

ンの発現調節について調べる。	 

	 LGR5受容体が消化管の幹細胞マーカーで

あることや、受容体欠損マウスの解析から、

この内因性リガンドは新規のペプチド・ホ

ルモンとして消化管細胞の増殖・分化に関

与していると考えられる。化学合成あるい

は大腸菌や培養細胞で作らせた新規のペプ

チド・ホルモンを用いて、実験動物や培養

幹細胞に投与する。実験動物においては腸

管の細胞増殖の速度、腸管細胞の分化など

について調べる。培養幹細胞においては、

投与するホルモン量に応じて細胞増殖・分

化がどのように変化するか検討する。	 

	 

	 

４．研究成果	 

	 生体内には、内因性リガンドが不明ないわ

ゆるオーファン受容体が数多く存在する。こ

の研究計画では、幹細胞マーカーとして消化

管幹細胞に発現するオーファン受容体LGR5の

内因性リガンドを探索し、この内因性リガン

ドの腸管粘膜再生への効果を調べる。	 

	 H23年度にはLGR5受容体の安定発現細胞株

を樹立し、最適なアッセイ条件の検討を行っ

た。市販のヒト脳cDNAをテンプレートとして、

LGR5受容体をPCRで増幅、プラスミドに組み込

んで発現ベクターを構築した。CHO細胞にこの

ベクターをトランスフェクションし、G418耐

性の安定発現株を得た。mRNAの発現レベルが

最も多い細胞株を選んで、これをアッセイに

用いた。アッセイ方法は細胞内cAMP濃度の上

昇活性を指標とした。細胞内cAMP濃度はαス

クリーン法を用いた。この方法は短時間で細

胞内cAMP濃度の測定が可能で、感度も高かっ

た。アッセイ条件を検討した結果、反応時間

を4～5時間と長くすることで、バックグラン

ドと陽性シグナルとの差がもっとも大きく、

高感度でアッセイ可能なことを確かめた。	 

	 以上のアッセイ条件の検討に昨年度、時間

を費やしたが、引き続き動物組織のペプチド

サンプルを使ったアッセイを行った。まず

LGR5 の発現が消化管とともに多い脳組織の

サンプルを保有していたので、脳のペプチド

画分のスクリーニングを行った。その結果、



分子量約 3000 前後の部分に活性が認められ、

ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交換ク

ロマトグラフィー、HPLC の順に展開し、最終

精製を行った。アミノ酸シークエンスの解析

の結果、このペプチドは既知の CGRP（カルシ

トニン遺伝子関連ペプチド）であることが判

明した。おそらく CHO 細胞株に内因性に発現

している受容体に作用したものと考える。	 

	 

	 平成24年度には構築したLGR5安定発現細胞

株を用いたアッセイを継続した。これまでラ

ットの脳ペプチド抽出画分からはCGRP（カル

シトニン遺伝子関連ペプチド）しか陽性シグ

ナルはなく、これはCHO細胞株に内因性に発現

している受容体に作用したものと考えられた。

今年度は脳以外の、消化管や下垂体組織のア

ッセイを行うとともに、LGR5にホモロジーの

高いLGR4とLGR6の2つのオーファン受容体も

同時にアッセイした。アッセイの指標として

は、LGR4～6すべて細胞内cAMP濃度を測定する

ことで行った。	 

	 その結果、組織のゲル濾過サンプルではい

くつかの陽性シグナルらしきものが数フラク

ションに見られたが、これらは活性の強度や	 

、そのあとのHPLCクロマトサンプルでのアッ

セイから、真の陽性シグナルではないと考え

られた。LGR4とLGR6とのアッセイにおいても	 

同じ結果で、明瞭な陽性シグナルは認められ

なかった。	 

	 そこでゲノムデータベースを用いたLGR5リ

ガンド検索も行った。ショウジョウバエの

LGR5ホモログの内因性リガンドが、バーシコ

ンというヘテロダイマーのタンパク質である

が、このバーシコンにアミノ酸配列のホモロ

ジーが高い、いくつかのほ乳類バーシコン類

似タンパクをピックアップした。データベー

ス検索で、ショウジョウバエのpatner	 of	 burs	 

(pburs)のホモロジーの高い、Norrin,	 muci	 

n部分ペプチド、vWF(フォンヴィーランド因

子）ペプチドを見つけた。	 

	 今後、gremlin	 をはじめとする7種類の

bursicon類似タンパクと、pburs類似タンパク

とを、培養細胞あるいは大腸菌で発現させ、

ダイマーを形成するか、あるいはLGR4～6を活

性化するかを調べる計画である。	 
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