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研究成果の概要（和文）：本研究において、研究代表者が独自に開発したトランスフォーミング増殖因子アルファ（TG
Fα）切断アッセイを用い、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）のリガンド探索を行った。並行して共役する三量体Gタ
ンパク質の評価系を構築した。リゾホスファチジルセリンにより特異的に活性化される3種類の受容体（P2Y10, GPR174
, A630033H20）、リゾホスファチジルグルコースにより活性化される1種類の受容体、酸化リン脂質に応答する2種類の
受容体を同定した。CRISPR-Cas9システムを用いてGタンパク質欠損HEK293細胞を作製し、Gタンパク質の共役活性を定
量的に評価できる手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this KAKENHI project, by employing the newly developed transforming growth fact
or-alpha (TGFalpha) shedding assay, I screened for G protein-coupled receptors (GPCRs) that respond to bio
active molecules and developed an assay system that can quantify coupling efficiency of heterotrimeric G p
roteins. I identified three orphan GPCRs (P2Y10, GPR174, A630033H20) as lysophoshadylserine-specific recep
tors, one GPCR as a lysophoshadylglucoside receptor and two GPCRs as oxidized phospholipid receptors. I ge
nerated G protein-deficient HEK293 cells using the CRISPR-Cas9 system and successfully applied them to ana
lyze G protein coupling of GPCRs.
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 G タ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 （ G	 
protein-coupled	 receptor,	 GPCR）は、ヒト
ゲノムにおいて最大の遺伝子ファミリーを
形成し、様々な生理的・病理的現象に関与す
る。これまでに開発された薬物の約 3割がロ
ドプシンファミリーの GPCR を標的とするこ
とが知られ、創薬の標的分子の最重要のタン
パク質群である。	 
	 現在、内因性リガンドが不明の受容体（オ
ーファン GPCR）がロドプシンファミリーに
65 個残されており（IUPHAR データベースを
元に研究代表者が独自に集計）、これらオー
ファン GPCR のリガンドの同定は GPCR 研究の
最重要課題の一つである。しかし、リガンド
同定はポスドゲノム直後の 3年間（2003-2006
年）には 11 個だったのが、その後の 3 年間
（2007-2009 年）わずか 2 個と低いペースに
留まっている。この要因としては、cAMP 応答
やカルシウム応答など通常の GPCR シグナル
検出系で容易に検出される GPCR は大方調べ
尽くされたためと考えられる。従って、残さ
れたオーファン GPCR のリガンドを首尾よく
同定するためには、既存の方法とは異なるシ
グナルを検出する新規 GPCR 活性化検出法が
必要である。	 
	 研究代表者は、生理活性リゾリン脂質リゾ
ホスファチジン酸（LPA）がその特異的 GPCR
を介し、上皮成長因子受容体（EGFR）のリガ
ンド１つである TGFαのエクトドメイン切断
と細胞外への放出を促進すること、さらにこ
の TGFαの切断と EGFR の活性化が毛根（毛包
組織）の形成に必須な役割があることを明ら
かにした（Inoue	 et	 al.,	 EMBO	 J	 2011、図
1A）。この研究過程で、GPCR 活性化により TGF
αが形質膜で切断されるという現象を利用
した新規 GPCR シグナル検出法（TGFα切断ア
ッセイと命名）を創案した。図 1B に TGFα切
断アッセイの原理を示す。本アッセイでは、
アルカリホスファターゼ融合 TGFα（AP-TGF
α）と GPCR を一過的に HEK293 細胞に発現さ
せ、リガンド刺激後に膜型プロテアーゼによ
って切断される培養上清中の AP 活性を指標
に GPCR の活性化を評価できる。	 
	 研究代表者は研究開始当時までに 115 個の
リガンド既知の GPCR を用いて、TGFα切断ア
ッセイで各々の GPCR の活性化検出できるか
を予備検討し、そのうち 75 個（65%）の GPCR
について活性化の検出が可能であることを
見出していた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 GPCR のリガンド同定は、生理・病理機能の
解明のみならず創薬に密接に関わる重要な
研究課題である。さらに、GPCR がどの G タン
パク質（Gs,	 Gi,	 Gq,	 G12の 4 種類に分類され
る）に共役するかを解析することも、GPCR の
機能解明や創薬開発において必須の情報で
ある。	 
	 本研究では研究代表者が新規に開発した

TGFα切断を担う G タンパク質シグナルを解
析し、TGFα切断アッセイの特徴付けを行う
ことを始めの目標とした。次に、本アッセイ
系を用い、オーファン GPCR のリガンド探索
を行い、新規のリガンド-GPCR のペアを同定
することを目指した。	 
	 本研究過程において、TGFα切断に関与す
るシグナル経路として G12シグナルと Gqシグ
ナルが示唆された。既存の GPCR 活性化検出
法は G12 シグナルを感度よく検出することが
困難であることが知られていたため、G12シグ
ナルを選択的に検出する手法への改良を試
みた。TGFα切断応答を誘導することが示唆
された Gqシグナルを遮断することにより、G12
シグナルを選択的に検出できるものと想定
した。この仮説を検証するため、Gqタンパク
質を欠損させた細胞および Gq タンパク質と
G12タンパク質の両者を欠損させた細胞（∆Gq/12
細胞）を樹立し、この細胞における TGFα切
断応答を評価し、G12シグナル選択的な活性化
を検出できるかどうかを検証した。	 
	 さらに、本研究過程において、TGFα切断
は外来性に発現させた Gαサブユニットの活
性化を効率よく検出することを見出した。キ
メラ Gα サブユニット（C 末端 6 アミノ酸を
別の Gαサブユニット由来の配列に置換）を
∆Gq/12 細胞に発現させ、TGFα切断応答を評価
しすることで、各種 Gタンパク質の共役活性
が評価できるかどうかを検証した。	 
	 
３．研究の方法	 
	 GPCR の発現ベクターをとアルカリホスフ
ァターゼ融合 TGFα（AP-TGFα）を HEK293 細
胞に一過的に発現させ、この発現細胞に各種
生理活性化合物を加えた際の AP-TGFαの放
出量を測定した。関与する Gタンパク質を調
べる場合、Gαサブユニットに対する RNAi を
行った。G タンパク質欠損細胞の確立は
CRISPR-Cas9 システムを用いた。この細胞に
キメラ Gαqサブユニット（Gαqサブユニット
の C末端 6アミノ酸を各種 Gαサブユニット
由来の配列に置換）と評価対象の GPCR を発
現させ、TGFα 切断アッセイを行った。	 
	 
４．研究成果	 
	 TGFα切断応答に関与する G タンパク質シ
グナルに関して各種シグナル伝達阻害剤を
用いて検証したところ、G12シグナルに加えて
Gqシグナルも関与していることが判明した。
Gsシグナルや Giシグナルは TGFα切断応答に
関与していなかった。Gα サブユニットに対
する siRNA を細胞にトランスフェクションし
て関与する G タンパク質を検討したところ、
Gα12サブユニット、Gα13サブユニット、Gαq

サブユニット、Gα11サブユニットが TGFα 切
断応答を担うことが明らかとなった。また、
キメラ Gα サブユニットを用いて Gα12サブ
ユニット、Gα13サブユニット、Gαqサブユニ
ット、Gα11サブユニット由来のシグナルを誘
導したところ、TGFα切断応答が誘導される



ことがわかった。以上から、TGFα切断応答
には関与する Gタンパク質は Gq（Gαqサブユ
ニット、Gα11サブユニット）および G12（Gα

12サブユニット、Gα13サブユニット）である
ことが明らかとなった（図２）。	 
	 前述した LPA6 受容体による体毛形成メカ
ニズムに関与する膜型プロテアーゼとして
TACE（別名 ADAM17）の関与が示されていた。
そこで、HEK293 細胞の TGFα切断応答に TACE
が関与するかどうかを明らかにするため、
TACE に対する RNAi を行った。その結果、TGF
α切断応答が顕著に阻害されることがわか
り、HEK293 細胞の主要な TGFα切断を担う膜
型プロテアーゼが TACE であることがわかっ
た（図２）。	 
	 各種生理活性化合物に対するオーファン
GPCR のスクリーニングの結果、リゾホスファ
チジルセリン（LysoPS）により活性化される
3種類の GPCR（P2Y10,	 GPR174,	 A630033H20）
を見出した（図３）。さらにリゾホスファチ
ジルグルコースにより活性化される 1種類の
GPCR、酸化リン脂質に応答する 2種類の GPCR
を同定した。	 

	 上記の LysoPS により活性化される 3 種類
の GPCR のリガンド特異性を検討したところ、
試した脂質や核酸の中で LysoPS 以外に対す
る応答性は全く検出されず LysoPS 特異的な
受容体と考えられた。これら LysoPS 受容体
の共役する G タンパク質を解析したところ、
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G12と共役することがわかった。また、マスト
細胞上の脱顆粒反応を誘導する LysoPS アナ
ログのリゾホスファチジルスレオニンに対
しては全く応答しなかったことから、マスト
細胞で脱顆粒応答を担う LysoPS 受容体はこ

れら 3 種類の GPCR とは異なるものと考えら
れた。	 
	 前述の通り、TGFα切断応答を担う G タン
パク質シグナルは G12シグナルと Gqシグナル
であった。そこで、G12シグナルのみを選択的
に検出する目的で Gqを欠損させた HEK293 細
胞（GNAQ,GNA11の二重遺伝子ノックアウト細
胞）と Gq と G12 を欠損させた HEK293 細胞
（GNAQ,GNA11,GNA12,GNA13 の四重遺伝子ノ
ックアウト細胞）を CRISPR-Cas9 システムを
用い作製した。これらの Gタンパク質欠損細
胞を用いた TGFα切断アッセイを行うことで、
G12 シグナルを選択的かつ高精度に評価でき
ることを実証した（図４）。さらに、Gqと G12
を欠損させた HEK293 細胞にキメラ Gαqサブ
ユニット（Gαqサブユニットの C 末端 6 アミ
ノ酸を別の Gαサブユニット由来の配列に置
換）を導入し、TGFα切断応答の回復を測定
することで、4 種類の G タンパク質（Gs、Gi、
Gq、G12）の共役活性を定量的に評価できるこ
とを実証した（図５）。今回研究代表者が開
発した簡便に GPCR の共役する G タンパク質
を解析する方法を用いることで、GPCR の機能
の解明や創薬研究に大きく貢献するものと
期待される。	 
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