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研究成果の概要（和文）：三量体Gタンパク質G12/13に共役するGタンパク質共役型受容体を介して機能する生理活性ペ
プチドが存在するが、これまでG12/13シグナル伝達系の活性化に着目した新規生理活性ペプチドの探索は困難であった
。そこで本研究では、レポーター遺伝子を駆使した簡便かつ高感度なG12/13シグナル伝達系のハイスループット活性測
定法が、動物組織抽出物からの生理活性ペプチドの探索に適することを確認した。この活性測定法を導入することによ
り、いくつかのオーファンGタンパク質共役型受容体について内因性リガンドとなりうる新規生理活性ペプチドの探索
を実施している。

研究成果の概要（英文）：There are some G protein-coupled receptors (GPCR) coupled to G12/13 protein, such 
as endothelin B receptor and angiotensin 1 receptor. However, the search of novel bioactive peptide based 
on the activation of G12/13 signaling pathway has not been successful so far, because it has been 
difficult to easily detect such activation.
The SRF-RE luciferase reporter is activated in response to activation of GPCR coupled to G12/13 protein. 
In this study, it was demonstrated that this reporter gene assay is suitable to search novel bioactive 
peptide that activates G12/13 signaling pathway through GPCR. This assay was detected that endothelin-1 
induced dose-dependent, robust increase in SRF-RE reporter activity in HEK293 cells expressing endothelin 
B receptor with EC50 of 0.3nM, indicating that the sensitivity of this assay is sufficient for searching 
the novel bioactive peptide. Therefore, we are searching the novel bioactive peptide as endogenous ligand 
for orphan GPCRs by using this assay.

研究分野： 生化学、ペプチド化学

キーワード： 内分泌　生理活性ペプチド　受容体
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１．研究開始当初の背景 
生理活性ペプチドは、細胞間の情報伝達を

担う主要な分子であり、ホルモンとしての内
分泌的調節に加え、神経ペプチドとして摂食、
飲水、性行動及び睡眠覚醒などの本能行動や、
生体の恒常性を維持するための自律機能を
調節するなど、生体機能の調節において広範
かつ重要な役割を果たしているため、新規生
理活性ペプチドの発見とそれに続く機能解
析により、新しい生体調節機構を明らかにす
ることができる。さらには、新規生理活性ペ
プチドの病態生理的意義を確立することに
より、臨床応用へと展開することも可能であ
る。 
生理活性ペプチドの探索研究の歴史は長

く、非常に激しい競争が世界中で繰り広げら
れており、現在では様々な手法による多面的
なアプローチにより探索が試みられている。
しかしながら、生理活性ペプチドの主要な探
索法は、ホルモン様活性やオーファン G タン
パク質共役型受容体の活性化など“ペプチド
自身が有する活性”を指標とした精製と構造
解析による探索である。この手法によって、
オレキシン（引用文献①）やグレリン（引用
文献②）も発見されており、それぞれが関与
する睡眠覚醒や摂食・エネルギー代謝の新し
い調節機構が解明されてきた。またこれらの
例のように、生理活性ペプチドの探索研究の
成果は、国際的にも非常に高く評価されてい
る。 
研究代表者の所属する研究室では、生理活

性ペプチドの活性を検出するアッセイ法を
新たに開発・導入することによって、数多く
の新規生理活性ペプチドを継続的に発見し
てきた。具体的には、1980 年代前半の平滑
筋の弛緩・収縮アッセイの開発によりナトリ
ウム利尿ペプチドファミリー（ANP、BNP、
CNP）と６種類のニューロメジンを、1990
年代の cAMP のラジオイムノアッセイの導
入によりアドレノメデュリンを、1990 年代
後半から 2000 年代にかけてのオーファン G
タンパク質共役型受容体の内因性リガンド
探索によりグレリンとニューロメジンSを発
見してきた。これらの事実から、新しい活性
測定法の導入が、新規生理活性ペプチドを発
見するための契機となっていることが理解
できる。一方で、哺乳類において、ペプチド
そのものの活性を指標とした新規生理活性
ペプチドの発見は、国際的にも 2005 年のニ
ューロメジン S の発見（引用文献③）が最後
であるため、現在では新規生理活性ペプチド
を発見するための新しい活性測定法の開発
が期待されている。そこで本研究では、エン
ドセリンB受容体やアンジオテンシン1型受
容体のように三量体 G タンパク質 G12/13 に
共役した G タンパク質共役型受容体が存在
するにもかかわらず、G12/13 シグナル伝達
系が新規生理活性ペプチドの探索に活用さ
れていないことに着目した。 
 

２．研究の目的 
多くの生理活性ペプチド受容体は、G タン

パク質共役型受容体に分類される。G タンパ
ク質共役型受容体が活性化された際の主要
な指標は、三量体 G タンパク質である Gq を
介した細胞内カルシウムイオン濃度上昇と、
Gs及びGiを介した細胞内 cAMP濃度の変動
であり、これまでに G タンパク質共役型受容
体の活性化をもとに発見された生理活性ペ
プチドは、どちらかを指標として単離・同定
されてきた。一方、G12/13 シグナル伝達系
の活性化検出には、ウエスタンブロット法に
よる下流因子のリン酸化の検出が必要であ
るために、定量的かつ効率的な測定が困難で
あった。このため、G12/13 シグナル伝達系
に着目した新規生理活性ペプチドの探索は
未だ試みられていない。そこで、G12/13 シ
グナル伝達系の活性化により、血清応答因子
応答配列（SRF-RE）が特異的に活性化され
ることを応用し、この配列をプロモーター領
域に導入したレポーター遺伝子を用いるこ
とにより、G12/13 シグナル伝達系のハイス
ループット活性測定法を開発するとともに、
このアッセイ法を活用したオーファン G タ
ンパク質共役型受容体の内因性リガンド探
索を開始した。 
 
３．研究の方法 
(１)新しい G12/13 シグナル伝達系の活性化
測定法の開発 

G12/13 シグナル伝達系を活性化する G タ
ンパク質共役型受容体として、ラットのエン
ドセリン B 受容体の cDNA をクローニング
したのち、哺乳動物細胞発現ベクター
pcDNA3 へ挿入することにより、コントロー
ル実験用の発現プラスミドを得た。この受容
体発現プラスミドとともに SRF-RE をプロ
モーター領域に導入したレポーター遺伝子
を含むプラスミド（レポータープラスミド）
を1:1でHEK293細胞へトランスフェクショ
ンした。30 時間後には受容体刺激の準備とし
て、細胞を 96well プレートに播種（40,000
細胞/well）した。さらに 17 時間経過後に、
培地をアゴニストであるエンドセリン-1 を
含む DMEM へと交換することによりアッセ
イを開始した。アッセイ開始から 3～4 時間
後、細胞を溶解した後に細胞溶解液に含まれ
るルシフェラーゼ活性を測定することによ
り受容体の活性化を確認した。 
 
(２)新しい G12/13 シグナル伝達系の活性化
測定法を活用したオーファン G タンパク質
共役型受容体の内因性リガンドとなる新規
生理活性ペプチドの探索 
内因性リガンドを探索するオーファン G

タンパク質共役型受容体については、ラット
組織における mRNA 発現量をリアルタイム
PCR にて測定した。受容体発現量の多い組織
から抽出した粗ペプチドを受容体発現細胞
に反応させ、受容体を活性化するアゴニスト



を探索した。 
 
４．研究成果 
(１)新しい G12/13 シグナル伝達系の活性化
測定法の開発 

G12/13 に共役する G タンパク質共役型受
容体が存在するが、これまでその活性化の定
量的かつ効率的な検出は困難であったため、
G12/13 シグナル伝達系の下流で特異的に応
答する SRF-RE をプロモーター領域に挿入
したレポーター遺伝子を利用して、G12/13
シグナル伝達系の活性化を簡便に検出する
アッセイ法を開発した。エンドセリン B 受容
体遺伝子と SRF-RE レポーター遺伝子を共
に導入した HEK293 細胞にエンドセリン-1
を反応させたところ、リガンド濃度依存的な
受容体の活性化がレポーター活性として観
察され、検出感度（EC50 約 3x10-10M）はリ
ガンド探索に十分であった。本法は、簡便で
あり、またアッセイ時に 96well プレートを
使った多検体処理が可能であるため、リガン
ド活性のスクリーニングに適している。また、
強制発現した G タンパク質共役型受容体の
活性化だけでなく、レポーター遺伝子を導入
できる細胞であれば、内因性受容体の活性化
をも検出できると思われる。以上により、
G12/13 シグナル伝達系を指標とした生理活
性ペプチドの探索が可能になった。近年、G
タンパク質共役型受容体の強制発現と TGF
α切断を用いた G12/13 活性化検出法（TGF
α shedding assay）が報告された（引用文
献④）。TGFα shedding assay と本法を比較
すると、実験手順がより単純化されており、
内因性と強制発現 G タンパク質共役型受容
体の両方の活性化検出に対応できる点が、本
法の利点であると考えられる。 
 
(２)新しい G12/13 シグナル伝達系の活性化
測定法を活用したオーファン G タンパク質
共役型受容体の内因性リガンドとなる新規
生理活性ペプチドの探索 
これまでに、エンドセリン B 受容体やアン

ジオテンシン1型受容体が三量体Gタンパク
質 G12/13 に共役する G タンパク質共役型受
容体として知られている。そこで、上記二つ
の受容体のどちらかに相同性を有するオー
ファン G タンパク質共役型受容体である
GPR-X1～3 の 3 種類について、本研究で開
発した G12/13 シグナル伝達系の活性化測定
法を適用し、内因性リガンドとなる新規生理
活性ペプチドを探索している。 
オーファン G タンパク質共役型受容体の

内因性リガンドの探索では、対象となる受容
体の組織分布からリガンドが含まれる組織
を推定することが重要である。そこで、はじ
めに 3 種の受容体について、mRNA 発現量を
リアルタイム PCR で測定することにより、
組織分布を検討した。 

GPR-X1 mRNA の強い発現は、脳および脊
髄、肺、小腸、大腸、副腎、精巣にて観察さ

れた。また、脳内では大脳皮質で最も強い発
現が認められ、次いで視床下部と脳幹での発
現レベルが高値であった。このため、GPR-X1
の内因性リガンドは、脳や脊髄、腸管を中心
に探索している。 

GPR-X2 の mRNA の発現は、幅広い組織
で認められたが、脳を含む中枢神経系と下垂
体にて特に強い発現が観察された。このため、
ラット脳から抽出した粗ペプチドを対象と
したリガンド探索を実施している。下垂体に
ついては、ラットでの臓器サイズが小さいた
め、豚など大動物の下垂体を大量に入手して
のリガンド探索を計画している。 

GPR-X3 については、精巣にて突出した
mRNA の強い発現が観察された。このほか、
脳と大腸で発現が認められた。脳内では、視
床下部と脳幹にて強く発現している。この結
果より、精巣と脳から抽出した粗ペプチドを
対象として GPR-X3 の内因性リガンド探索
を実施している。 
これまで、上記 3 種類のオーファン G タン

パク質共役型受容体について内因性リガン
ド探索を実施しているが、現在のところ明ら
かな特異的活性を見出すことができていな
い。この原因として、内因性リガンドが極め
て少量しか存在しないことや、強制発現した
受容体タンパク質が細胞膜表面まで正常に
輸送されていないなどの可能性が考えられ
る。そこで、今後は 1 回のアッセイに供する
組織抽出物を増量することや、強制発現させ
たオーファン G タンパク質共役型受容体が
細胞膜表面まで輸送されていることをタグ
標識などを活用して確認することが必要で
あると考えられる。 
一方、オーファン G タンパク質共役型受容

体が恒常的に活性化されている現象が確認
され、リガンド非依存的な基礎活性を有する
ことが示された。近年では、G タンパク質共
役型受容体である嗅覚受容体の基礎活性と
その生理的意義が解明され、生体調節におけ
る基礎活性の重要性が示されたが、この報告
は、G タンパク質共役型受容体の基礎活性を
抑制するインバースアゴニストが生体調節
に寄与する可能性をも示唆していると考え
られる。実際に、摂食調節に関与するアグー
チ関連タンパク質は、インバースアゴニスト
としてGタンパク質共役型受容体である4型
メラノコルチン受容体の基礎活性を抑制す
ることも報告されている。これらのことから、
オーファン G タンパク質共役型受容体の内
因性リガンド探索を推進するにあたり、アゴ
ニスト活性に加えてインバースアゴニスト
活性も考慮して観察しなければならないと
考えられる。 
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