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研究成果の概要（和文）：Adhesion GPCRに属するGPR56に対するモノクローナル抗体を作成し、その抗体がヒトグリア
腫細胞の遊走をGq, Rho, Rhoキナーゼを介するシグナル伝達系を介して阻害することを明らかとした。GPR56の膜貫通
領域とLatrophilinの細胞外領域からなるキメラ受容体がGABA作動性抑制ニューロンに存在すること、そしてLatrophil
inのリガンドであるLatrotoxinからのシグナルを伝達する可能性を見出した。Ric-8がGタンパク質のユビキチン化とパ
ルミトイル化という翻訳後修飾を制御することでGタンパク質シグナルの正の因子として働くことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We generated agonistic monoclonal antibodies against GPR56 and showed that the 
antibodies inhibit the migration of human glioma cells through Gq, Rho, and Rho kinase pathway. We found 
the possibility that GPR56 transmembrane region and latrophilin1 extracellular region forms a chimera 
receptor in GABAegic neurons, and latrotoxin, a latrophilin1 ligand, induces cell response mediated by 
the chimera receptor. We demonstrated that Ric-8 functions as a positive regulator for GPCR signaling 
system by regulating two post-translational modifications, ubiquitination and palmitoylation, on G 
proteins.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 G タンパク質共役受容体（G protein- 
coupled receptor, GPCR）は細胞膜を七回貫
通する特徴的な構造を有し、細胞外のシグナ
ルを受け取るセンサーとして働いている。
GPCRはヒトにおいて 800種類程存在し、神
経機能発現、循環器・血圧の調節、内分泌制
御、個体の発達過程における細胞の遊走、癌
細胞の浸潤・転移など、さまざまな局面で大
事な働きをしている。そのため、現在使用さ
れている薬剤の三割近くが GPCR を標的と
している。GPCRは細胞膜上で Gタンパク質
を活性化することで細胞内へシグナルを伝
達し、細胞応答を引き起こす。一方、リガン
ドが不明で機能未知のオーファン GPCR が
100種類以上残っており、その機能や活性調
節機構などが注目されている。また、GPCR
とは別に単独で Gタンパク質と結合し、Gタ
ンパク質の活性を制御する分子として Ric-8
と呼ばれる細胞質因子が線虫の遺伝学的解
析から新たに明らかとなり、GPCRシグナル
伝達系における Ric-8の役割や機能発現の仕
組みに関しても大変注目が集まっている。 
私共は、adhesion GPCR と呼ばれるファ
ミリーに属する GPR56 が神経前駆細胞に特
異的に発現し、G12/13と Rhoを介する経路
を活性化することで神経前駆細胞の遊走を
抑制することを先に明らかにした。また作成
したウサギ抗マウス GPR56 抗体が GPR56
を活性化するアゴニストのように働くこと
を見出し、抗GPCR抗体がオーファンGPCR
研究の重要なツールとなることを示した。一
方、哺乳動物細胞に存在する Ric-8A が Gq
の GEF として働き Gq を介するシグナル伝
達をポジティブに制御すること、また Ric-8B
が Gs のαサブユニットのユビキチン化を抑
制することでプロテアソームを介したタン
パク質分解系への移行を阻害し、Gs タンパ
ク質を量的に制御することで Gs シグナルの
正の制御因子として働くことを明らかにし
た。 

 
２．研究の目的 
 GPCR を介するシグナルを制御する新し
い分子として adhesion GPCR に属する
GPR56 と Latrophilin1（LPHN1）、そして
新規非受容体型 G タンパク質制御因子であ
る Ric-8に焦点を挙げた研究を展開する。具
体的には(1) GPR56に対するモノクローナル
抗体を作成し、GPR56 の生理機能に影響す
る機能性抗体を選別する。得られた機能性抗
体を用いて、GPR56 の活性制御機構の解析
を行う。(2) GPR56と LPHN1の発現と両者
からなるキメラ複合体の形成と機能を調べ
る。(3)Gsのユビキチン化における Ric-8Bの
役割を調べるために、心筋細胞などを用いて
過剰な Gq シグナルに依存したユビキチン化
や cAMP応答の変化を調べる。(4) 原腸陥入
に異常を示すショウジョウバエの Ric-8変異
体 atx遺伝子と野生型 Ric-8遺伝子の機能を

ショウジョウバエ株化培養 S2 細胞を用いて
解析する。以上の研究から、新たな GPCRシ
グナル制御機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 ヒト GPR56 の細胞外ドメイン（ECD）タン
パク質をバキュロウイルス/昆虫細胞発現系
を用いて調製し、そのリコンビナントタンパ
ク質をマウスへ免疫して GPR56(ECD)に対す
るモノクローナル抗体を産生するハイブリ
ドーマを作成する。ELISA や内在的に GPR56
を発現しているヒトグリア腫細胞 U87-MG、各
種 GPR56 変異体を発現させた HEK293 細胞を
用いて免疫染色を行い、各種モノクローナル
抗体の評価を行う。マウス脳由来の神経細胞
や組織切片を調製し、GPR56 と LPHN1 抗体に
よる免疫染色とウエスタンブロットによる
発現の解析を行う。抗体や受容体の機能は、
細胞内カルシウムの上昇及び細胞の遊走活
性の測定により評価する。細胞内タンパク質
のユビキチン化はユビキチンに対する抗体、
あるいは His6Flag-ユビキチンを導入した細
胞から調製した場合は抗 Flag 抗体を用いた
ウエスタンブロッテイングにより検出する。
ショウジョウバエの Ric-8 の機能解析では、
S2 細胞への Ric-8 の野生型 WT、atx 変異体の
発現、哺乳動物細胞 G12/13 のショウジョウ
バエのホモログであるCtaの発現を細胞の免
疫染色、共沈降アッセイ、Click Chemistry
を用いたパルミチン酸誘導体のタンパク質
への付加の検出を行う。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト GPR56 に対するモノクローナル抗体
の作成を複数回行うことにより、いくつも得
られてきた抗体の中で、ヒトグリア腫細胞
U87-MG の遊走を阻害する抗体を得ることに
成功した。その遊走阻害は Gq 特異的阻害剤
である YM-254890 によりキャンセルされた。
また遊走阻害を示した抗体は U87-MG 細胞内
のカルシウム上昇を引き起こし、その上昇が
YM-254890 処理により消失し、さらに抗体に
よる遊走阻害は Rho キナーゼ阻害剤である
Y27632 によってもキャンセルされた。一方、
細胞内カルシウム応答を引き起こすだけで
は細胞遊走の阻害は認められなかった。以上
の結果から、ヒト GPR56 を活性化するアゴニ
スト抗体により Gq が活性化され、その下流
で RhoGEF, Rho、Rho キナーゼの活性化を介
してグリア腫細胞の遊走が阻害されること
が明らかとなった。マウス神経前駆細胞では
G12/13を介してRhoの活性化が遊走阻害を示
したが、ヒトグリア腫細胞では GPR56 が共役
するGタンパク質が異なることが示唆された。
アミノ酸配列上、ヒトとマウスで異なる細胞
内領域がGタンパク質の特異的な共役に関係
している可能性が示唆された。今後、GPR56
のヒトマウスハイブリッド受容体を用いた
解析により受容体とGタンパク質との共役の
特異性を規定する配列が判ってくることが



期待できる。さらにアゴニスト様機能性抗体
が結合した場合に GPR56 の細胞外ドメイン
（ECD）と膜貫通ドメイン（TM）との相互作
用が強まることが、共沈降実験より明らかと
なった。相互作用に障害を与える変異を持っ
た受容体の作製や、アンタゴニスト様、イン
バースアゴニスト様に働く抗体を作成し、そ
れらを用いて解析することでより詳細な
adhesion GPCR の活性制御機構が見えてくる
ことが期待される。 
 
(2)脳神経系の発達過程で LPHN1 と GPR56 の
発現がどうなっているか調べるために、胎児、
新生児、成体のマウス脳での発現を抗体を用
いて検討したところ、胎生 19 日から生後 7
日目において両者の発現が認められた。生後
7日目の脳切片を免疫染色し、抑制性 GABA 作
動性ニューロンにおいて両者が発現してい
ることが示唆された。GABA 抑制性ニューロン
のマーカーである GAD67 のプロモーターに
GFP 遺伝子をつなげたトランスジェニックマ
ウスから FACS を用いて GABA 抑制性ニューロ
ンを単離したところ、その細胞に LPHN1-ECD
と GPR56-TM が発現していることが認められ
た。さらに LPHN1 の ECD と GPR56 の TM をそ
れぞれ単独で共発現させた HEK293 細胞を調
製し、そこに LPHN1 のアゴニストである
Latrotoxin（LTX）を作用させた。その結果、
それぞれの単独発現細胞に比べ、共発現させ
た細胞においてLTXにより顕著な細胞内カル
シウム応答が見られた。このことは GPR56 が
LPHN1-ECD の細胞外応答に関与することを示
唆している。LTX はポアを形成して細胞内カ
ルシウム上昇を起こすと考えられているた
め、ポアを形成しない LTX 変異体や最近報告
された内在性 LPHN1 のリガンドである Lasso
を用いた実験により、今後、キメラ受容体の
働き方や生理的な役割が明らかになるもの
と思われる。 
 
(3)大動脈を結索することで心肥大をおこさ
せたマウスの心臓においてグローバルなユ
ビキチン化の亢進が起きていることを見出
した。またラット新生児由来の心筋細胞を Gq
共役受容体であるα1 アドレナリン受容体の
アゴニストであるフェニレフリンで処理し
ても細胞内のユビキチン化が亢進するとと
もに、βアドレナリン受容体を介する cAMP
産生が減弱することを明らかにした。さらに
Gq の活性型変異体を過剰発現させると Gs 
のユビキチン化が増加しGsの発現量の低下
が起こることを見出した。またこの Gq の効
果は Ric-8B の発現により抑制された。以上
の結果から、持続的な Gq シグナルにより細
胞内のユビキチン化が亢進すること、そして
Gs のユビキチン化が起こることで Gsの分
解が促進されGsの発現量が減弱してGsを
介する cAMP 応答が抑制されることが判明し
た。また、Gｑと Gs シグナルのクロストーク
に Ric-8B が関与する可能性が示唆された。

今後、Gs のユビキチン化に関与する E3 リガ
ーゼや、Gq 依存的にユビキチン化されるタ
ンパク質を同定することで、その分子メカニ
ズムとその制御機構の役割が明らかになる
ことが期待される。 
 
(4)ショウジョウバエ S2 細胞へ G12/13 ホモ
ログであるCtaを発現させるとほとんどが細
胞質に局在するのに対し、Ric-8 を共発現さ
せるとCtaの膜局在が亢進されることを見出
した。原腸陥入異常を示す atx変異体の共発
現ではそのようなCta膜局在は認められなか
った。共沈降実験より Ctaと Ric-8との結合
が atx 変異により減弱することが判明した。
Ctaのパルミトイル化部位と予想される 3つ
のCysをSerに置換した変異体は膜局在性を
示さなかった。またバルミトイル化酵素阻害
剤 2-BP処理により Ctaの膜局在が阻害され
た。次に、パルミチン酸誘導体 17-ODYA を
培養液に添加した S2細胞より Ctaを免疫沈
降により調製した後、蛍光色素アジド化合物
を銅イオン存在下で反応せることでタンパ
ク質への脂質修飾を検出する系でパルミト
イル化を評価した。その結果、Ric-8 パルミ
トイル化を促進することが明らかとなった。
パルミトイル化酵素は23種類のDHHCファ
ミリーからなるが、Ric-8 がどのような機構
でこの酵素と協調して働くのか、今後、明ら
かになることが期待できます。本研究は、単
に GPCR シグナルの制御機構の一端を明ら
かにしただけではなく、タンパク質の脂質修
飾を調節する分子を初めて同定したという
意味があり、その意義は大きいと言える。 
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