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研究成果の概要（和文）：　本研究では、オーファン受容体のリガンド探索の分野では報告例のないアッセイ法（オー
ファンGPCRがリガンド依存性に必ずcAMP産生し、かつ細胞内移行するストラテジーに基づく新たなアッセイ法）を用い
て、循環系に高発現しているヒトのオーファン受容体の新規生理活性ペプチドの探索を試みた。改良型のアッセイ法を
さらに見出したが、当初の目標である新規生理活性ペプチドの同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：　The discovery of unknown bioactive peptides can help to clarify the complexity 
of the circulatory system. In the past 23 years, we have discovered several potent hypotensive and 
vasopressor peptides (e.g., adrenomedullin, its related peptides and proangiotensin-12). Furthermore, we 
have clarified the mechanisms of the signaling, trafficking and pathophysiological roles of the receptor 
activity-modifying protein (RAMP)-interacting G protein-coupled receptors (GPCRs). In this study, we have 
attempted to identify novel bioactive peptides that may be able to bind to the human orphan GPCRs in the 
circulatory system. We uniquely constructed several chimeras in which some regions of target orphan GPCRs 
were replaced with the corresponding regions of some known GPCRs that can powerfully cause 
agonist-induced cAMP production and internalization. Unfortunately, we were unable to identify any 
bioactive peptides for the intended purpose.

研究分野： 循環器内科学、薬理学
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１．研究開始当初の背景 

ゲノムシークエンスが解明された今日で

も、グレリンのように修飾基（脂肪酸など）

を有する生理活性ペプチドは、我々のように

地道に精製して、その構造を決定しなければ

ならない。 

オーファンGタンパク質共役型受容体（オ

ーファンGPCR：リガンドが同定されていない

GPCRの総称）のリガンド探索法のうち、オー

ファンGPCRを培養細胞に発現させて天然の

組織抽出物からリガンドを探索する方法及

びオーファンGPCRと既知物質（GPCR不明）を

組み合せて、リガンドを同定する方法が成功

を収めてきた（ここ10年で50種類以上のリガ

ンドが決定された）。現在、臨床薬として使

用されている薬物の中で、GPCRのリガンド関

連薬物が45％も占めている。従って、残る150

種類以上のオーファンGPCRの内在性リガン

ド探索は大手製薬会社や大学・研究所におい

て新薬開発のための世界的な熾烈な競争的

標的となっている。 

オーファンGPCRのリガンドのほとんどが、

細胞内のセカンドメッセンジャー（cyclic 

AMP や Ca2+）を指標に同定されてきた。しか

しながら、哺乳類における脱オーファン化は

最近停滞気味である。その理由として、①オ

ーファン GPCR の細胞内シグナリングや細胞

内輸送（細胞膜発現や internalization）が

予測しにくい、②GPCR の機能を制御する膜蛋

白との複合体形成、③非オーファン GPCR と

の複合体形成、④繁用されてきたアッセイ法

の限界などが考えられる。そこで、これらの

要因を考慮した、未知の循環調節ペプチドの

探索法を思い立った。 

 

２．研究の目的 

複雑かつ精巧な循環調節機構をより明確

にするためには、未知の生理活性ペプチドを

同定することが重要であり、我々は強力な降

圧ペプチド（アドレノメデュリンAM：北村ら,

Biochem Biphys Res Commun（BBRC） 1993；

AMの関連ペプチド2種：桑迫ら, BBRC 1995; 

FEBS Letters 1997）と昇圧ペプチド（プロ

アンジオテンシン-12：永田ら, BBRC 2006）

を発見してきた。しかも、循環系のGPCRの 

構造解析と機能解析で多くの実績がある（桑

迫ら, J Biol Chem 2000, 2001, 2003,200

6; Mol Pharmacol 2004; BBRC 2008, 2009,

2010 他多数)。本研究の目的は、これまでに

成功例のない探索法を用いて、循環系に高発

現しているヒトのオーファンGPCRの未知の

生理活性ペプチドを網羅的に同定すること

である。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒトオーファン GPCR（OR）の選定と安

定発現株の樹立： 

①OR の選定とクローニング： 

残存する OR のうち、既知の循環ペプチド

系 GPCR の構造に限りなく類似し、循環系の

臓器での高発現が確認（RT-PCR 法）されたも

のを選定する。それらの GPCR の一部を入手

し、残りを PCR でクローニングする。 

②OR のタグ付き遺伝子の構築： 

標的遺伝子の 5’端と 3’端にそれぞれ V5

タグ（約 10 個のアミノ酸）とクラゲの蛍光

蛋白（ECFP, EGFP, EYFP）の遺伝子を融合さ

せる。具体的には、OR のある配列（特許の関

係上非公開）をある既知の GPCR（特許の関係

上非公開）の配列に組換えたキメラのタグ付

き遺伝子を構築する。 

③OR のタグ付き遺伝子の安定発現株の作製：  

OR のタグ融合遺伝子を HHEK-293 細胞に導

入する。その 2 日後より薬剤選別を開始し、

約2週間後に安定発現株のクローン化を行う。

FACS 解析で蛍光輝度の低い（GPCR の蛋白発

現の低い）クローンを下のアッセイに用いる。 

（２）選定したヒトオーファン GPCR（ヒト

OR）のリガンド探索： 

①循環系の組織抽出物の獲得： 



ヒトの褐色細胞腫（手術時に入手）もしく

はブタの循環系の組織抽出物を大量に獲得

する。抽出は当教室で確立した方法を用いる。 

②ペプチドの精製と構造決定： 

各抽出液をゲルろ過、イオン交換クロマト

グラフィー、各種逆相 HPLC などに適宜展開

して、各分画を下記の方法で定量し、精製を

進める。当教室のプロテインシークエンサー

と質量分析装置を用いて、最終精製物質の構

造を決定する。 

③未知のペプチドライブラリーの利用： 

我々は、このペプチドライブラリーを保有

している。ペプチド溶液の各々をオーファン

GPCR の各安定発現系に添加して陽性所見を

呈したペプチドの構造を決定する。       

（３）独自に発案した探索法の詳細な手順

（①→②→③）： 

①V5-キメラ-EGFP の細胞膜発現の定量及び

その結果に基づく安定発現株の作製： 

当該遺伝子をHEK-293細胞に一過性に導入

し、V5 タグを認識するローダミン標識抗体を

用いて FACS 解析で定量する。十分に細胞膜

発現すれば安定発現株を獲得する。細胞膜に

発現しない場合、それらの OR を細胞膜に輸

送させる修飾蛋白（MP）もしくは非 OR（NOR）

をそれぞれ FACS 解析と FRET 解析でスクリー

ニングする（下記参照）。OR との複合体形成

を確認でき次第、V5-キメラ-EGFP と HA-MP

（5’端に HAタグを付加した MP）の二重安定

発現株もしくは V5-キメラ-ECFP と NOR-EYFP

の二重安定発現株を獲得する（二重安定発現

株の作製法：桑迫ら, J Biol Chem 2000）。 

②オーファン GPCR（OR）と複合体を形成する

修飾蛋白（MP）と非 OR（NOR）の同定： 

Ａ．OR と複合体を形成する MP を同定するた

めの簡易スクリーニング： 

これまでに７種の１回膜貫通型 MP が存在

する。例えば、GPCR 活性調節蛋白（RAMP）は

8 種の GPCR に作用して GPCR の細胞膜輸送や

リガンド特異性を制御する。我々は、GPCR に

作用すると MP が小胞体から細胞膜に移行す

ることを FACS 解析で定量することに成功し

た（桑迫ら, BBRC 2009）。その方法を応用し

て、標的 ORに作用する既知の MP を全て特定

する。 

Ｂ．OR と複合体を形成する非 OR（NOR）を同

定するための簡易スクリーニング： 

GPCR 同士の異種 2 量体は、同じ Family 内

で形成されることが多い。従って、同じ

Family 内で、循環系の代表的な NOR（3’端

に EYFP を融合）と複合体を形成する OR（3’

端に ECFP を融合）を FRET 解析で特定する。 

③安定発現株でのアッセイ（組織抽出物もし

くはペプチド溶液の添加後に施行）： 

以下の 2種のアッセイを並行して行い、陽

性所見を呈した分画を順次精製する。 

Ａ．細胞内の cAMP 産生量の測定： 

我々が多用しているELISAを用いて測定す

る（桑迫ら, J Biol Chem 2000; 2006 他）。 

Ｂ．Internalization（細胞内移行）の測定： 

3’端に EGFP もしくは ECFP を融合させた

OR の安定発現株に各組織抽出物を添加し、こ

れらの蛍光蛋白の細胞内移行の有無を蛍光

顕微鏡で経時的に観察する。陽性の分画につ

き、OR の 5’端に付加した V5 タグを特異的

に認識するローダミン標識抗体を加えて

FACS 解析で定量し、細胞膜の受容体数が減少

した分画の精製を進める（桑迫ら, J Biol 

Chem 2006 他）。 

（４）構造解析後の生理活性検索： 

未知のペプチド場合、体内分布と生理作用

（血圧や動脈硬化、酸化ストレス、心血管リ

モデリング、虚血時の血管新生などに及ぼす

効果など）を明らかにする。既知の場合、GPCR

の細胞内情報伝達や構造・活性相関を詳細に

調べ、臨床応用を目指す。 

 

４．研究成果 

（１）ヒトオーファン GPCR（OR）の選定と安

定発現株の樹立： 



独自の RT-PCR で循環系の臓器に高発現し

ているオーファン GPCR を選定し、PCR による

クローニングを行った。PCR で獲得しにくい

遺伝子（一部）は市販のものを購入した。こ

れらの遺伝子の 5’端と 3’端にそれぞれ V5

タグとクラゲの各蛍光タンパク質（ECFP, 

EGFP, EYFP）の遺伝子を融合させた。各々の

オーファン受容体のタグ融合遺伝子を

HEK-293 細胞に導入し、薬剤選別後にそれぞ

れ複数のクローンを獲得した。FACS 解析で、

蛍光輝度の低いモノクローン（受容体の

internalization を惹起しやすいため）であ

ることを確認した。 

 

（２）選定したヒトオーファン GPCR（ヒト

OR）のリガンド探索： 

ヒトの褐色細胞腫およびブタの循環系の

臓器（左心房・左心室・肺・腎臓・副腎）か

ら組織抽出物を大量に獲得した。組織の抽出

は、当教室で確立した方法を修飾して行った。

これらの組織抽出物を上記の安定発現株に

添加して、我々の新規のアッセイ（オーファ

ン GPCR が、必ず cAMP 産生と細胞内移行を惹

起するように工夫したアッセイ）を用いて、

新規のリガンド探索を試みた。これらの探索

法の条件検討を詳細に行ったが、現時点で、

目的の新規生理活性ペプチドの発見には至

らなかった。 

 

＜考察＞ 

 今回の新規のリガンド探索法は、リガンド

が明らかな非オーファン GPCR では有効であ

るが、リガンドが同定されていないオーファ

ン GPCR では、既知の低分子化合物（グレリ

ンなど）のようなポジコンが存在すれば、本

研究が飛躍的に進展することが期待される。

しかし、多くの場合、オーファン GPCR では、

そのポジコンがないのが実情である。しかも、

非オーファン GPCR の中には、カルシトニン

受容体のように高濃度のリガンドを加えて

も細胞内移行しないものも存在する（未発

表）。リガンドによる受容体の活性化機構（立

体構造の変化）も様々であり、その活性化に

重要な部位にクラゲの蛍光タンパク質のよ

うな大きなタンパク質を導入すると、受容体

の活性化に支障をきたす可能性がある。また、

受容体に作用する１回膜貫通型の修飾タン

パク質（7 種）がリガンドの特異性を規定し

ていることが報告されている。しかも、オー

ファン GPCR と既知の GPCR が 2量体を形成す

ることが明らかになってきた。これらが、本

研究の目的達成を困難にしている主因であ

ると分析している。 

 

＜今後の研究の推進方策＞ 

 今回、必ず、cAMP 産生と細胞内移行を惹起

する既知の GPCR とオーファン GPCR のキメラ

遺伝子を独自に作製することで、オーファン

GPCR のリガンドを一網打尽に同定すること

が出来るものと期待された。今回、標的にし

た既知の GPCR は、全構造の X 線構造解析は

まだ行われていない。従って、その GPCR の

構造とキメラの構造の差異がないか検討す

る必要がある。1999 年にグレリンが発見され

て以来、新規生理活性ペプチドは同定されて

いない。これは、従来の方法では、オーファ

ン GPCR のリガンド同定が困難であることを

示唆している。今回、我々が発見した探索法

は、1999 年以来の生理活性ペプチドの発見に

必ずや寄与し得るものと期待される。そのた

めには、オーファン GPCR と既知の GPCR のキ

メラ遺伝子を作製するための連結部分をも

う一工夫する必要があると考えている。 

今後、今回の探索法の改良を重ねて、久方

ぶりに新たな循環調節ペプチドを同定して

いくつもりである。 
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