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研究成果の概要（和文）：　申請者らは1999年に摂食亢進・成長ホルモン分泌促進作用を有するグレリンを胃か
ら発見し、グレリンの活性発現にはオクタン酸修飾が必要であることを明らかにした。
　この脂肪酸で修飾されたグレリンが、どのようにグレリン受容体に結合して活性化するのかを明らかにするた
め、申請者らはグレリン受容体の結晶構造解明に取り組んだ。本研究では、グレリン受容体に作用して、これを
活性化できるモノクローナル抗体の作製を試みた。その結果、いくつかのグレリン受容体の立体構造を認識する
抗体を得て、現在はグレリン受容体の結晶化に応用している。

研究成果の概要（英文）：   In order to clarify how this fatty acid modified ghrelin binds to and 
activates the ghrelin receptor, we started on elucidating the crystal structure of the ghrelin 
receptor. However, the ghrelin receptor is a typical GPCR, and it is generally difficult to analyze 
the crystal structure of GPCR. Furthermore, it is more difficult to analyze the crystal structure of
 an active form receptor with an agonist bound thereto. 
   In this study, we tried to prepare monoclonal antibodies that act on the ghrelin receptor and can
 activate it. We planned to elucidate the crystal structure of the active ghrelin receptor by 
applying the monoclonal antibody to enlarge the hydrophilic surface of the ghrelin receptor and 
increasing its thermal stability.
As a result, we have obtained antibodies recognizing the steric structure of the ghrelin receptor, 
and are now applied the antibodies to the crystallization of the ghrelin receptor. 

研究分野： 構造生物学

キーワード： グレリン　オクタン酸　グレリン受容体　GPCR　脂肪酸修飾　モノクローナル抗体　ナノボディ　立体
構造認識抗体

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 申請者らは1999年に摂食亢進・成長ホルモ

ン分泌促進作用を有するペプチド・ホルモン

のグレリンを胃から発見し (Kojima et al. 

Nature 1999)、このペプチドのN末端から3番

目のセリン残基の側鎖が、中鎖脂肪酸のオク

タン酸によって修飾されていることを明らか

にした。しかもグレリンの活性発現には、こ

のオクタン酸修飾が必要であるという、これ

までのペプチド・ホルモンには知られていな

い構造であった。脊椎動物でのグレリンの構

造を調べたところ、ほとんどの動物では中鎖

脂肪酸のオクタン酸による修飾がメインであ

るが、鳥類や魚類ではデカン酸で修飾された

グレリンもかなりの割合で存在するなど、種

間での違いが見られた。しかしどの脊椎動物

のグレリンも脂肪酸修飾が活性発現に必須で

あることは共通であった。 

 この脂肪酸で修飾されたグレリンがどのよ

うにグレリン受容体に結合して活性化するの

か、そして、そのときの脂肪酸の立体構造的

な役割についてなどは興味深い研究対象であ

る。しかしグレリン受容体の立体構造が明ら

かでないので、グレリン受容体の活性化にお

ける脂肪酸の立体構造的な役割についてはわ

かっていなかった。そこで、なぜグレリンの

脂肪酸修飾がグレリン受容体の活性化に必要

なのかを明らかにするため、申請者らはグレ

リン受容体の結晶構造解明に取り組んだ。 

 

 近年の研究手法の開発によって膜タンパク

質の結晶構造解析が可能な時代になった。生

体の情報伝達に重要な役割をするGタンパク

質共役型受容体(GPCR: G-protein coupled 

receptor) に関しても、現在40種類近くの結

晶構造が解明されている。 

 しかし、結晶構造が解明された論文に発表

されているGPCRのほとんどが阻害剤やインバ

ースアゴニストが結合した不活性型受容体で

あり、アゴニストが結合した活性型受容体の

結晶構造解析の例はまだ少ない。これは活性

型受容体として存在する時間は短く、動きが

大きく構造が不安定で結晶化が難しいからで

ある。 

 

 本研究では、グレリン受容体（別名：GHS-R, 

growth hormone secretagogue receptor）に

作用して、これを活性化できるモノクローナ

ル抗体の作製を試みる。このグレリン受容体

活性化のモノクローナル抗体を使ってGPCRの

親水性表面を大きくし、熱安定性を高めるこ

とで、活性型GPCRの結晶化に応用しその構造

を解明する。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、申請者らが発見した摂食

亢進ホルモンのグレリンを対象として、その

受容体を活性化するモノクローナル抗体を作

製し、活性型グレリン受容体の結晶構造解析

のツールとして使うことである。 

 

 研究期間内にグレリン受容体を活性化でき

るモノクローナル抗体を作製し、グレリン受

容体の結晶構造解析に応用する。具体的な研

究の流れは  

①グレリン受容体を大腸菌あるいは無細胞合

成系で発現させて精製する。  

②精製したグレリン受容体を人工リポソーム

に組み込む。  

③グレリン受容体にアゴニストを反応させた

状態の人工リポソームを抗原としてモノクロ

ーナル抗体を作製する。  

④作製したモノクローナル抗体をグレリン

受容体の安定発現細胞に加え、細胞内カルシ

ウム濃度の上昇活性を指標に、受容体活性化

抗体をスクリーニングする。 

 

 

３．研究の方法 

 グレリン受容体は熱安定性が弱く、そのま

までは結晶化が困難である。そこでグレリン

受容体にT４リゾチームやbRILタンパクとの

融合体にすることや、受容体のアミノ酸を置

換して熱安定性を高めるとともに、受容体抗

体を作製して、この抗体を結晶化の共タンパ

ク質とすることを計画した。 

 

① 昆虫細胞で合成したグレリン受容体タン

パク質をマウスに免役し、定法に従ってモノ



クローナル抗体を作製した。グレリン受容体

リポソームへの結合チェックによって、グレ

リン受容体に対する立体構造認識モノクロー

ナル抗体がいくつか得られた。 

 

② またグレリン受容体に対するモノクロー

ナル抗体とともに、グレリン受容体に対する

アルパカ・ナノボディの作成も進めた。ナノ

ボディは分子量が小さいため、グレリン受容

体のリガンド結合部位に進入できると考えら

れるからである。 

 グレリン受容体を無細胞系で発現させ、リ

ポソームに組み込み、これを抗原としてアル

パカに免疫した。このアルパカからリンパ球

を採取し、mRNAを分離した。ナノボディをコ

ードするIgG、すなわち重鎖一本鎖抗体のIgG2

とIgG3をPCRで増幅し、抗原認識部位のcDNA

を得た。これを発現ベクターに組み込み、フ

ァージに発現させ、ファージディスプレイ・

ライブラリを構築した。ファージのタイター

チェックでは、1013~1014/mlと十分な数である

ので、グレリン受容体タンパク質を標的とし

てパンニング操作を行った。 

 グレリン受容体タンパク質を無細胞系で

合成しビオチン化リポソームに組み込んだ

ものを、ストレプトアビジンでコートされた

96well マイクロプレートに固定した。固定

は室温で 2時間行い、そのあと 1%BSA のブロ

ッキング液を満たして、非特異的な吸着を抑

えるようにした。109~1010/ml のファージ液を

200 μl 各 well に加え、室温で 1 時間置い

た。リポソームを使っているために洗浄液

（PBS）には界面活性剤を含めなかった。PBS

で 5 回ウォッシュし、0.1M グリシン・バッ

ファーでグレリン受容体リポソームに結合

したファージを溶出した。コントロールとし

てグレリン受容体ではなくアデノシンA2A受

容体を用いて同様なパンニング操作を行い、

非特異的な吸着を調べた。 

 

 

４．研究成果 

①グレリン受容体に対するモノクローナル抗

体について 

 定法に従ってグレリン受容体に対するモノ

クローナル抗体をいくつか得た。このうちひ

とつのモノクローナル抗体は細胞内ドメイン

の認識抗体であった。現在、その認識部位な

どをチェック中である。予備的な検討では、

結晶化の際にこれらの抗体を加えることで、

熱安定性に変化があることを確認した。 

 もうひとつのモノクローナル抗体は、グレ

リン受容体の細胞外ドメインを認識する可能

性が示唆され、現在確認中である。 

 

②グレリン受容体に対するナノボディ作製に

ついて 

 グレリン受容体に対するナノボディの作製

においては、グレリン受容体を無細胞系で発

現させたものをリポソームに組み込み、これ

を抗原としてアルパカに免疫した。このアル

パカからリンパ球を採取し、mRNAを分離した。

ナノボディをコードするIgG、すなわち重鎖一

本鎖抗体のIgG2とIgG3をPCRで増幅し、抗原認

識部位のcDNAを得た。これを発現ベクターに

組み込み、ファージに発現させ、ファージデ

ィスプレイ・ライブラリを構築した。ファー

ジディスプレイ・ライブラリのタイターはス

クリーニングに十分な数なので、このライブ

ラリーを用いてバイオ・パンニングを行った。 

 「３．研究の方法」に記載した条件ではグ

レリン受容体とコントロールのリポソームの

間で、結合したファージ数に差がなく、パン

ニング操作がうまくいかなかった。 

 そこでファージ液をコントロール・リポソ

ーム (A2A) に5回連続で結合させて非特異的

なファージを出来るだけ除き、そのあとにグ

レリン受容体リポソームに結合させることに

した。さらにブロッキング液として1％BSAと

ともに1%スキムミルクも検討した。溶出にお

いてもグリシン・バッファーではなく、トリ

プシン液を使って結合したファージをマイル

ドな条件で溶出するようにした。その結果、

グレリン受容体に結合したファージ数が、コ

ントロール・リポソームの約1.5～2倍になり、

パンニング操作が改善された。 

 今後は、この条件でのパンニング操作を数

回繰り返し、グレリン受容体に結合するファ

ージを濃縮するとともに、ELISA によって結



合したファージの性質を調べる計画である。 
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