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研究成果の概要（和文）：本研究では、摂食、エネルギー代謝や糖脂質代謝を制御する未知の生理活性ペプチド
を同定するために、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）によるRhoキナーゼ（ROCK）活性化経路に着目し、GPCRリ
ガンドとしての新たなROCK活性化因子を探索した。新規ペプチドを同定できなかったが、GPCR-Yに対する強いア
ゴニスト活性の検出に成功した。また、細胞内シグナル経路が明確でなかったGPCR-Xの機能解析を進めた。
GPCR-Xはアゴニスト結合によって、Gαqを介した細胞内カルシウム上昇活性だけでなく、Gα13およびROCK活性
化を介して血清応答因子の転写活性も有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the activation pathway of Rho-kinase (ROCK) by 
G protein-coupled receptors (GPCR) to identify unknown bioactive peptides that regulate food intake,
 energy metabolism, and glycolipid metabolism, and searched for novel ROCK activators as GPCR 
ligands. Although no new peptides were identified, strong agonist activity against GPCR-Y was 
successfully detected. In addition, functional analysis of GPCR-X, whose intracellular signaling 
pathway was not clear, was advanced. GPCR-X was shown to have, by agonist binding, not only 
intracellular calcium increasing activity via G alpha q, but also transcriptional activity of serum 
response factors via G alpha 13 and ROCK activation.

研究分野：内分泌

キーワード： 生理活性ペプチド　Rhoキナーゼ　オーファンGPCR　摂食・エネルギー代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年の肥満症や糖尿病、摂食障害患者の急増に伴い、摂食及び代謝調節ペプチドを中心とした内分泌学・代謝
学研究は世界中の研究グループにより精力的に進められている。また、医薬品の作用標的の多くはGPCRであり、
リガンド不明なGPCRに対する内因性リガンド探索は新たな作用機序を有する医薬品（作動薬、拮抗薬）の開発に
おいて重要である。本研究のようなGPCRのクロストークによる、インスリン及びレプチン抵抗性の解除を目指し
た治療戦略は、肥満症や糖尿病、摂食障害等に対する新薬開発の新しいアプローチに繋がるものとして期待でき
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまで申請者の所属する研究室では、細胞間情報伝達物質としての生理活性ペプチドに注
目し、多くの新規ペプチドの単離・同定を行ってきた。近年では、グレリンの発見やニューロ
メジンU（NMU）、ニューロメジン S（NMS）の同定に成功している（Kojima et al. Nature 1999, 
Kojima et al. BBRC 2000, Mori et al. EMBO J 2005）。グレリンは摂食亢進作用を有しており、
現在は治療応用へと研究が展開されている。また、NMU と NMS は摂食抑制物質であり、エ
ネルギー消費の亢進をもたらす異化シグナルとして機能する。 
 
 過食と消費エネルギー低下により生じる肥満は、インスリン抵抗性や糖尿病、脂質異常症、
高血圧等の生活習慣病を発症する主要な危険因子であり、これらの集積が動脈硬化疾患の発
症・進展に大きく寄与する。近年、低分子量 GTP結合タンパク質 Rhoのエフェクター分子で
ある Rhoキナーゼ（ROCK）がインスリン及びレプチンシグナルを制御することにより、心血
管疾患を含めた生活習慣病において重要な役割を果たすことが相次いで報告されている
（Furukawa et al. Cell Metab 2005, Noguchi et al. JBC 2007, Lee et al. JBC 2009, Huang 
et al. Nat Neurosci 2012）。骨格筋における ROCK1活性低下はインスリン抵抗性を引き起こ
し、肥満者や２型糖尿病患者ではインスリン刺激による ROCK1活性が障害されている。脂肪
組織においても ROCK1 はインスリン刺激によるグルコース取り込み促進に寄与し、ROCK2
活性の抑制は脂肪細胞分化を促進する。また、レプチンによる摂食抑制作用において、視床下
部での ROCK1活性化が寄与することが明らかにされている。これらの報告より、肥満に伴う
インスリン及びレプチン抵抗性を解除可能な分子標的として、ROCKが非常に重要であると考
えられる。 
 
 生理活性ペプチドをリガンドとする受容体の多くは Gタンパク質共役型受容体（GPCR）で
あり、内因性リガンドの不明なオーファン GPCR遺伝子が数多く存在する。リガンドが結合し
た GPCRは共役する Gタンパク質（Gs, Gi, Gq, G12/13に大別される）によって異なる
細胞内シグナルを伝達する。G12/13 に共役する GPCR は Rho-ROCK 経路を活性化するが、
高感度かつ効率的な活性検出は困難であった。そのため、GPCR を受容体とする ROCK 活性
化因子や G12/13シグナルから ROCKを介したインスリン・レプチンシグナルへのクロスト
ーク、それに伴う肥満及び糖脂質代謝改善に対する検証は遅れている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、オーファン GPCRによる ROCK活性化経路に着目し、摂食やエネルギー代謝、
糖脂質代謝の制御に関わる新規生理活性ペプチドを同定し、細胞や個体レベルでの機能解析を
行い、新たな食欲・脂肪蓄積調節機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ROCKの活性化を指標としたオーファン GPCRの内因性リガンド探索 
 標的とするオーファン GPCRを培養細胞に過剰発現させ、組織抽出画分を添加し、リガンド
結合による特異的活性を検出する方法により、未知の生理活性ペプチドを探索した。標的
GPCRに特異的な活性を検出次第、活性を指標に精製を進めた。 
 
（２）リガンド既知 GPCRにおける ROCK活性の検証 
 結合するリガンドは知られているものの、細胞内シグナル伝達経路が明確ではないため、生
体における機能が不明な受容体（GPCR-X）が存在する。本研究では、GPCR-X に対する
Rho-ROCK経路の寄与を検証することで、GPCR-Xの細胞内シグナル解明を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）ROCKの活性化を指標としたオーファン GPCRの内因性リガンド探索 
 
（１－１）新たな ROCK活性検出系の導入 
 TGFの膜結合型前駆体からのエクトド
メインの切断を指標に、Gq及び G12/13
に共役する GPCR の活性化を高感度かつ
高精度に検出する手法（TGF切断アッセ
イ）が新たに開発されている（Inoue et al. 
Nat Methods 2012）。本研究では、ROCK
活性を検出するために、TGF切断アッセ
イをリガンド探索に導入した。はじめに、
ニューロテンシン１型受容体（NTS1）を
用いて、従来の活性検出系と比較・検討を
行った。ブタ視床下部抽出物において、本
アッセイ系は他の系（細胞内 Ca2+上昇活
性）に比べて検出感度が下がるものの、特 【図１】ブタ視床下部抽出物からの活性検出
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異性の非常に高いアッセイ系であることを明らかにした（図１）。通常、オーファン GPCR の
リガンド探索において組織抽出物を用いる場合、内因性受容体からのシグナルを除去するため
に、分離・精製したサンプルを用いて標的受容体に対する活性検出を行う。しかし、本アッセ
イ系は特異性が高いため、粗抽出画分からの活性検出が可能となった。そのため、リガンド探
索における最初のスクリーニングに本アッセイ系は有用であることが明らかとなった。 
 
（１－２）リガンド探索 
 本研究では、摂食やエネルギー代
謝、糖脂質代謝を制御する視床下部
や骨格筋、肝臓、脂肪組織のいずれ
かに発現の高いオーファン GPCR
を標的とした。HEK293、CHO 細
胞に標的遺伝子を導入し、オーファ
ン GPCR 発現細胞（一過性発現ま
たは安定発現）を作製した。また、
リガンド探索の出発材料として、ブ
タ視床下部、脳幹、嗅球、脊髄、下
垂体、脾臓、胎盤、ウシ胸腺、ラッ
ト脳、小脳、心房、心室、胃、十二
指腸、小腸、腎臓、肝臓、骨格筋、
内臓脂肪、精巣をそれぞれ酢酸抽出
し、イオン交換、ゲル濾過クロマトグラフィーにて分画したものを使用した。作製した受容体
安定発現細胞に組織抽出画分を添加し、構築した ROCK活性検出系（CellKeyシステム、TGF-
切断アッセイ）を駆使することにより、標的受容体に特異的な活性を探索した。その結果、
GPCR-Y と命名した受容体発現細胞に対する強いインピーダンス変化を複数の組織抽出物よ
り検出した（図２）。今後、活性画分を HPLC にて分離したサンプルについて、受容体発現細
胞に添加し、標的受容体に対する特異性を検証する。 
 
（２）リガンド既知 GPCRにおける ROCK活性の検証 
 リガンド刺激によって生じる細胞の微小形態変化につい
てインピーダンスを指標に検出する方法（CellKey システ
ム）を用いて、GPCR-X 活性化機構を検証した。GPCR-X
発現細胞に対し、アゴニストを作用させた結果、強力なイ
ンピーダンス上昇活性を有することを明らかにした。各種
G タンパク質に対する siRNA および阻害剤を処理した
GPCR-X 発現細胞において、アゴニストによるインピーダ
ンス上昇活性への阻害効果を検証した。効果を有した Gタ
ンパク質の下流シグナルについて、アゴニスト刺激を行い
活性測定した結果、GPCR-X は Gq を介した細胞内 Ca2+

上昇活性、G13-Rho-ROCK 経路を介した血清応答因子
（SRF）による転写活性を有することが明らかとなった。 
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【図３】siRNAによるGα12/13経路の検証
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