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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体のなかで残存するオーファン受容体（およそ90種類）の内
因性リガンド探索研究の推進を目指し、受容体下流の独立した二つのシグナル伝達経路（Gタンパク質経路およ
びβ-アレスチン経路）を用いて新規アッセイ系の開発を行った。β-アレスチンシグナルを検出するアッセイ系
は、酵素コンプリメンテーション法を用いて最適化し、網羅的スクリーニングに適応可能な独自のアッセイ系を
確立した。Gタンパク質シグナルは、これまで検出が煩雑であった種々のGタンパク質サブユニットシグナルを簡
便に検出する新規アッセイ系の樹立に成功した。両アッセイ系を併用して内因性リガンドのスクリーニングを進
めている。

研究成果の概要（英文）：Our purpose of this study is to identify endogenouse ligands for orphan 
GPCRs by newly developed screening systems.  We utilized two intracellular signaling pathways, 
G-proteins and β-arrestin for detection of GPCR activation.  To detect β-arrestin signaling, we 
monitored the ligand activated GPCR-mediated β-arrestin recruitment by using enzymatic 
complementation of E. coli β-galactosidase, alpha and omega fragments.  In terms of detection of 
G-protein signaling, we generated a new technology that simply monitoring activities of any 
G-protein alpha subunits leading to minimization of experimental steps.  We have optimized these 
assay systems suitable for high through put screening and being conducting the screening.

研究分野： 分子薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 上市されている医薬品の約4割がGタンパ
ク質共役型受容体（GPCR）を標的分子とし
ていることから、ゲノム科学の進展により見
出された無数のオーファン GPCR 群は、革新
的医薬品開発に繫がる宝庫と考えられた。そ
れらのオーファン受容体の生理機能を明ら
かにする目的で、内因性リガンドの探索研究
が 1990 年代中頃から盛んに行われるように
なり、探索研究黎明期の 5、6 年の内に、生
理活性ペプチド、脂質、代謝産物等を含む、
多数の新規なリガンド-受容体ペアが報告さ
れ、実際に、新規医薬品開発に貢献している
ものもある。その後、従来の方法論による新
規リガンド-受容体ペアの同定は、2000 年代
前半にはもはや頭打ちとなり、ペプチド性リ
ガンドについては 2005 年の Neuromedin S 
以降報告が無い。しかしながら、ロドプシン
型 GPCR に限定しても未だに 90 種類ほど
のオーファン受容体が残されていることか
ら、本研究分野の推進に新たな視点に基づく
革新的研究手法が望まれていた。 
  
２．研究の目的 
 β-アレスチン は、当初、リガンドにより
活性化された GPCR を脱感作する際に働く
分子と考えられていた。しかし近年になって、
β-アレスチン依存的に MAP キナーゼの活
性化が引き起こされることやβ-アレスチン
経路のみを選択的に活性化する人工リガン
ドや受容体が見出されたことから、β-アレ
スチン経路は、むしろ、G タンパク質非依存
性 GPCR シグナル伝達経路として積極的に
生理的役割を担っている可能性が認識され
ている。 
 このような背景の下、申請者は、内因性リ
ガンド探索研究で汎用されていた G タンパ
ク質の活性化に依存したシグナル経路を指
標とした従来のスクリーニング系に替えて、
β-アレスチン経路に特化したスクリーニン
グ系を確立することに思い至った。そこで、
GPCR とβ-アレスチンの相互作用を簡便に
測定するアッセイ系を構築し、多数のオーフ
ァン GPCR を迅速に評価する大規模スクリ
ーニング系を樹立した。そこで、「残存する
オーファン GPCR の一部はβ-アレスチン
バイアスド受容体である」との作業仮説のも
と、残されている 70 種類ほどのロドプシン
型オーファン GPCR にβ-アレスチン経路
の活性化を特異的な指標としたスクリーニ
ングを迅速かつ網羅的に行い、新たなリガン
ド-受容体ペアの同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
 オーファン GPCR の内因性リガンド探索
研究は、標的受容体の活性検出方法の樹立と
検体とするペプチド画分の調製の二つに大
別できる。残存する 90 種類ほどのロドプシ
ン型オーファン GPCR の全てを標的受容体
とするために、カセット化した遺伝子発現ベ

クターにオーファン受容体の open reading 
frame を挿入し、GPCR-β-アレスチン複合
体形成を定量するアッセイ系に供する受容
体遺伝子ライブラリーを作製する。検体とす
るペプチド画分は各種生体臓器から抽出し、
逆相系とイオン交換系を組み合わせた多次
元高速液体クロマトグラフィーで分画、調製
する。これらのペプチド画分を、作製したオ
ーファン受容体ライブラリーを用いて系統
的にスクリーニングし、リガンド-受容体ペア
の同定を目指す。同定後は、ペプチド性リガ
ンドと受容体遺伝子の生体内での時空間的
発現及びその制御情報を in situ ハイブリダ
イゼーション法を用いて検討する。その後、 
発現部位特異的に Loss of function 或は
Gain of function の検討を行い、生理作用の
同定を試みる。 
 
４．研究成果 
 オーファン GPCR のなかでロドプシン型
に属する受容体は、90 種類ほどが同定されて
いる。このなかで、ヒトとマウスの間でオル
ソログ対応が困難な MAS related gene 受容
体ファミリー、Trace amine 受容体ファミリ
ーを除く 70 種類ほどを内因性リガンド探索
研究の対象受容体として選定した。それらの
オーファン GPCR を独自に開発した酵素コ
ンプリメンテーション法に基づく GPCR と
β-アレスチンの相互作用を評価するアッセ
イ系に供するために、オーファン GPCR のオ
ープンリーディングフレームをクローニン
グし、遺伝子発現ライブラリーを構築した。 
 実際にリガンドスクリーニングを開始す
る前に、確立したβ-アレスチンアッセイ系
の汎用性をリガンド既知のおよそ100種類の
GPCR を用いて評価したところ、リガンド依
存性の活性化を検出できた受容体はおよそ
半数に留まったことから、G タンパク質経路
に対するアッセイ系の運用を検討した。 
 リガンドが未同定であるオーファン
GPCR は、標的とする受容体の一次構造から
活性化される G タンパク質経路を予測する
ことは困難であるため、これまでは G タンパ
ク質経路の評価は複数のアッセイ系を併行
せざるを得なかった。そこで、スクリーニン
グにおいて問題となるこのような煩雑さを
解決できる汎用性の高いアッセイ系の開発
を試みた。新たに樹立したアッセイ系はマイ
クロプレートを用いてワンステップで施行
できることから秀逸であることがあること
が明らかとなった。今後、両アッセイ系を運
用して GPCR リガンドスクリーニングを継
続していく予定である。 
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