
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ６月 １６日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2005～2009   

課題番号：17079006 

研究課題名（和文） Ｇ蛋白質シグナルを制御する新規分子群の同定と情報ネットワークにお

ける役割の解析 

                     

研究課題名（英文） Identification and analysis of new molecules that regulate G protein 

signaling 

 

研究代表者 

伊東 広（ITOH HIROSHI） 

奈良先端科学技術大学院大学・バイオサイエンス研究科・教授 

 研究者番号：10183005 

 
研究成果の概要（和文）：本研究ではリガンド不明のオーファン G タンパク質共役受容体 GPCR

の一つである GPR56 が G12/Rho シグナルを活性化して神経前駆細胞の遊走を負に制御すること

をアゴニスト様に働く抗 GPR56 抗体を用いて明らかにした。また、生化学的および X線結晶構

造解析から選択的 G蛋白質阻害剤 YM-254890 の阻害機構が判明した。哺乳動物 G蛋白質のユビ

キチン化とその特異的な阻害によりG蛋白質の量的調節を行うRic-8Bの機能が明らかとなった。

新たな G蛋白質相互作用分子（AIP）の同定から G蛋白質シグナルとダイオキシン受容体シグナ

ルとのクロストークが見出された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found that orphan G protein-coupled receptor, 
GPR56, negatively regulates neural progenitor cell migration via G12/13 and Rho pathway, 
and the antibody which recognizes the orphan receptor is an useful tool for analyzing 
the function of the receptor. Moreover, structural basis for the specific inhibition of 
G proteins by YM-254890 has been revealed by biochemical and X-ray crystal structure 
analysis. Ubiquitination of the stimulatory G protein  subunit and its inhibition by 
Ric-8B was demonstrated. Crosstalk between G protein signaling and dioxin signaling was 
found by identifying AIP as a novel G protein interacting protein.  
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１．研究開始当初の背景 
 αβγの３種類のサブユニットよりなる

ヘテロ３量体 G蛋白質は細胞膜７回貫通構造
を 有 す る G 蛋 白 質 共 役 受 容 体 （ G 



protein-coupled-receptor, GPCR）からシグ
ナルを受け取り、それを細胞内の下流のエフ
ェクター分子に伝えるトランスデューサー
として働く GTP結合蛋白質である。ホルモン、
神経伝達物質、ケモカインなど数多くの生体
を維持するために必須の神経系、内分泌系、
免疫系の情報伝達で働く大事な分子である。
G蛋白質の調節分子としてはGPCRがその活性
化因子としてよく知られているが、近年 GPCR
以外の G蛋白質シグナルをファインチューニ
ングする G蛋白質制御分子の存在も示唆され
るようになった。一方、ゲノム解析からリガ
ンドが不明のオーファン GPCR が２００種類
以上存在することが判明しているが、それら
のリガンド探索および機能の解析は思うよ
うに進んでおらず、新たな解析法の開発が望
まれていた。 
 
２．研究の目的 
細胞を７回貫通する構造を有するGPCRはヒ

トの全遺伝子の数％以上の割合で存在する。
GPCRは、様々な細胞外シグナルを認識し、その
情報を細胞内へ伝えるアンテナ分子として、ま
た創薬のターゲットとして大変注目を集めて
いる。一方、GPCRから情報を受け取り細胞内へ
情報を変換するトランスデューサーとして働
くヘテロ３量体G蛋白質（G蛋白質と略す）は20
種類ほど存在するが、細胞応答へ至る細胞内シ
グナルネットワークおよびその制御機構に関
して不明の部分が未だ多く残されている。 
 本研究は、G 蛋白質を介するシグナルと他
の細胞内シグナルネットワークとの関係を
明らかにするとともに、そのシグナル伝達系
を制御する新たな分子の同定と機能の解析
を行い、G 蛋白質シグナルネットワークの分
子的および機能的な解明を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 生化学的な実験には大腸菌、あるいはバキ
ュロウイルス/Sf9 細胞を用いて発現させた
組換え体蛋白質を使用した。細胞レベルで遺
伝子の機能を調べるために各種遺伝子の
HEH293 細胞での一過性発現、アデノウイルス、
レトロウイルスを用いたNIH3T3 や神経前駆
細胞での発現とノックダウンを行った。シグ
ナル伝達系の出力の検出として、細胞内の
cAMPの定量はAlphaScreen アッセイシステ
ム（PerkinElmer）、Ca2+濃度の測定にはFura-2
を用いた。遺伝子転写活性化には血清応答配
列（SRE）およびダイオキシン受容体（Aryl 
hydrocarbon receptor, AhR）応答配列（XRE）
を上流に持つルシフェラーゼ遺伝子を細胞
に導入し、細胞を刺激後の細胞の抽出液のル
シフェラーゼ活性を測定した。また転写調節
因子として働くAhRがXRE配列と結合して複
合体を形成することをゲルシフトアッセイ
で検討した。蛋白質の発現の確認は特異的な

抗体を用いたウエスタンブロット、および細
胞組織の免疫染色法により行った。蛋白質の
ユビキチン化はHisタグユビキチンを発現さ
せた細胞の抽出液からNiアガロースでユビ
キチン化蛋白質を回収した後、SDS-PAGE後、
各種蛋白質に対する抗体を用いたウエスタ
ンブロットにより検出することにより評価
した。 
 
４．研究成果 

(1)新規 G 蛋白質制御因子 Ric-8A と Ric-8B

の構造と機能の解析 
 線虫およびショウジョウバエの遺伝学的
解析から RIC-8 は新規 G蛋白質シグナル制御
因子であることが示唆されていた。また脊椎
動物では Ric-8A と Ric-8B の２種類の異なる
分子が存在するが、どちらもその働きはほと
んど明らかとなっていなかった。私共は
Ric-8A および Ric-8B と G 蛋白質との相互作
用を生化学的に解析するとともに、細胞生物
学的および薬理学的研究を行い、G 蛋白質に
対する作用の解明とそれぞれの生理機能を
明らかにした。まず G蛋白質αサブユニット
Gi と Gq の相互作用分子として酵母
Two-hybrid 法を用いて Ric-8A を単離した。
組換え体蛋白質を用いた生化学的実験から
Ric-8A が Gq に対するグアニンヌクレオチ
ド交換反応因子（GEF）として働くこと、ま
たノックダウン実験から Ric-8A が Gq 共役受
容体の下流でシグナルを増幅することを明
らかにした。一方、Ric-8B は Gqおよび Gs
と結合するが、どちらに対しても GEF 活性を
示さなかったが、ノックダウン実験から
Gs/cAMP 経路の正の制御因子として働くこと
が判明した。驚くべきことに Ric-8B のノッ
クダウンにより Gs蛋白質の量が減少した。
逆、Ric-8B の過剰発現により Gs の発現量
は増大した。さらに、Gsがユビキチン化を
受けることを初めて見出し、そのユビキチン
化を Ric-8B が阻害することで Gs蛋白質の
分解を押さえて安定性を増すことにより
Gs/cAMP 経路にポジティブに働くことを明ら
かにした。 

(2)新規 G 蛋白質阻害剤 YM-254890 の抑制機

構の解析 
 血小板凝集阻害分子として同定された
YM-254890 の G 蛋白質シグナル阻害のメカニ
ズムを生化学的、及び構造生物学的解析より
明らかにした。まず各種 Gサブユニット組
換え体蛋白質を調製し、それぞれの蛋白質に
おける GTPS 結合活性に対する YM-254890
の効果を検討したところ、Gq, G11,G14
のみが YM-254890により阻害された。さらに、
GTPS 結合に対する阻害はその反応の律速
段階である Gからの GDP の遊離を阻害する
ためであることを明らかにした。さらにその
阻害作用の詳細なメカニズムを調べるため



にYM-254890とGqからなる複合体の結
晶化とその構造解析を行った。2.9Åの解像
度で複合体の立体構造を決定した。その結果、
YM-254890 は Gqの GTPase domain, helical 
domain そしてこの２つのドメインを繋げて
いる Linker 1 と Linker 2 (Switch1)により
囲まれている窪みに疎水性のフェニル基を
先端とする円錐状の形を形成して挿入する
ように結合していることが判明した。この結
合のため、リンカー部分の可動性が妨げられ
ることで GDPの遊離を阻害するモデルが考え
られた。また、各種変異体を調製し、
YM-254890 の阻害作用に必須のアミノ酸を同
定し、結晶構造モデルの妥当性を裏付けた。
新しいタイプの G蛋白質に対する特異的阻害
剤の作用機構および構造学的な情報が得ら
れたことにより、さらなる阻害剤開発への発
展が期待されるとともに、活性型 G蛋白質に
より発症する腫瘍の治療薬への可能性を示
す実験データも得ることも出来た。 
(3)ダイオキシンシグナルと G 蛋白質シグナ
ルとのクロストークの分子解析 
 酵母 Two-hybrid 法により G13 と相互作
用する分子として AIP（AhR Interacting 
protein）を同定した。AIP はダイオキシン受
容体（AhR）と複合体を形成し、ダイオキシ
ンが結合するのに必要な分子である。活性型
G13 の発現および G13 を活性化するリゾ
ホスファチジン酸 LPAの刺激によりダイオキ
シンによる転写活性化が抑制されることを
見出した。さらに活性化 G13 の発現に伴い
AhR のユビキチン化の促進と AhR の分解が亢
進することを明らかにした。また、通常細胞
質に存在する AhR が活性型 G13の発現およ
び G13を活性化する LPA の刺激により核に
移行することを見出したが、その AhR は転写
活性化に必要な Arnt との複合体形成および
XRE 配列との結合能を示さず転写活性化を引
き起こさないことが判明した。 

(4)Adhesion GPCR に対する抗体を用いたオ

ーファン GPCR の機能解析  
 マウス胎児より調製した神経幹細胞およ
び脳切片の培養系を用いて、細胞前駆細胞の
移動を解析し、G 蛋白質シグナルが細胞遊走
にどのような効果を示すか調べた。各種 G蛋
白質の作用を阻害するペプチドの導入によ
り Gs が細胞遊走を促進するシグナルを伝達
していることが判明した。Gs の上流シグナル
として PACAP とその受容体 PAC1 が、下流に
関してはcAMP, PKA,さらに微小管相互作用分
子の Doublecortin が神経前駆細胞の遊走促
進に関与することを見出し、さらなる詳細な
分子機構の解明を進めている。一方、大脳皮
質構造異常の原因遺伝子として見出された
オーファン GPCR (GPR56)の機能を探るため、
GPR56 に対する抗体を作成し、GPR56 の発現
と下流のシグナル伝達経路の解析、さらには

GPR56 の機能解析を行った。その結果、GPR56
は発生初期の E16.5において神経幹細胞が盛
んに増殖を行う脳室帯で強く発現し、神経前
駆細胞の細胞膜に局在していることが蛋白
質レベルで初めて確認できた。また、GPR56
が G12/13 から Rho に至るシグナル経路を活
性化することで神経前駆細胞の遊走を抑制
することを明らかにした。さらに GPR56 の細
胞外ドメインに対するウサギポリクローナ
ル抗体がアゴニスト様の作用を示すことを
見出したため、モノクローナル抗体の作成に
とりかかりヒトおよびマウス GPR56に対する
いくつもの抗体を得ることに成功した。ヒト
GPR56 に対する一つのモノクローナル抗体も
アゴニスト様作用を示し、かつヒトグリア腫
細胞 U87 の細胞遊走を抑制した。GPR56 がが
ん細胞の転移や浸潤に関与することが示唆
されているため、抗 GPR56 抗体が GPR56 の機
能を調べるためだけではなく、抗がん作用を
示す治療薬となる可能性があり、さらなる検
討を進めている。 
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