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研究成果の概要（和文）：イノシトール1リン酸の測定系を導入して、オーファンGタンパク質共役型受容体
（GPCR）の内因性リガンドとなる新規生理活性ペプチドの探索を試みた。これにより、複数のオーファンGPCRが
顕著な基礎活性を有することが明らかになり、内因性リガンドがインバースアゴニストとして機能する可能性を
新たに示した。一方、神経ペプチドであるneuromedin Uの前駆体から産生される新規ペプチドneuromedin U 
precursor-related peptideが、ラット脳ではアミノ酸鎖長の異なる2種類の分子型で存在することを示すと共
に、脳内ドーパミン系を介してプロラクチン分泌を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：To search for novel bioactive peptide as endogenous ligand for orphan G 
protein-coupled receptor (GPCR), the novel assay system was introduced. This assay detected the 
activation of Gq protein-coupled receptor by quantifying inositol monophosphate which is a 
downstream metabolite of inositol triphosphate, and revealed the constitutive activities of several 
orphan GPCRs. These data suggest that the inverse agonists, in addition to agonists, may exist as 
endogenous ligand for these GPCRs.
To determine the molecular form of newly identified neuropeptide neuromedin U precursor-related 
peptide (NURP), immunoaffinity chromatography of tissue extracts was performed. In rat brain and 
small intestine, NURP was present as two mature peptides of 33 and 36 residues. 
Intracerebroventricularly administered NURP induced increase in plasma prolactin concentration by 
acting indirectly on the pituitary. Dopamine from the hypothalamus may be involved in this activity 
of NURP.

研究分野： 生化学、内分泌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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
及び飲水、性行動、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。このため、
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。 
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ためのアッセ
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、近年で
はオーファン G タンパク質共役型受容体
（GPCR）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
れらより、新しい活性測定法の導入が新規生
理活性ペプチド発見の契機となっているこ
とがわかる。 

 
２．研究の目的 
これまで、オーファン GPCR の内因性リガ

ンド探索により十数種類の新規生理活性ペ
プチドが同定されている。その一方で、現在
でも内因性リガンドがペプチドであると推
測されるオーファン GPCR が数十種類存在
するが、それらを利用した新たな生理活性ペ
プチドの発見は、2005 年の研究代表者によ
るニューロメジン S の発見以来、長らく途絶
えている。これは、これまでの探索に用いて
きた GPCR 活性化測定法（細胞内 Ca2+濃度
もしくは cAMP 濃度の変動測定）ではリガン
ドが同定できないことを暗示しており、この
ような現状を打破するための新しい活性測
定法の必要性を示唆している。そこで本研究
では、これまで用いていない活性測定法を導
入して新規生理活性ペプチドの発見を目指
す。 
また、これまでの研究にて免疫学的に同定

している Neuromedin U precursor-related 
peptide（NURP）について、精製と構造解析
によりその存在を証明するとともに、本ペプ
チドの機能解析を試みる。 
 
３．研究の方法 
(１)新しく導入する GPCR 活性化測定法 

Gq タンパク質に共役する GPCR は、リガ
ンド刺激によって活性化されるフォスフォ
リパーゼ C によるイノシトール 3 リン酸
（IP3）の産生を促し、この IP3 が小胞体か
ら Ca2+を放出させる。このため、IP3 や Ca2+

の細胞内濃度変化を GPCR 活性化の指標と

することできる。しかしながら、細胞内の IP3
は速やかに分解されるためにリガンド刺激
によって産生される IP3を正確に定量するこ
とが困難だったため、これまでは多くの場合
で細胞内 Ca2+濃度上昇が Gq 共役型 GPCR
の活性化の指標として用いられてきた。一方
で、細胞内 Ca2+濃度変化の検出系は、Gq タ
ンパク質非依存的な細胞外からの Ca2+流入
も検出するため、Gq 共役型 GPCR 活性化に
よる小胞体からの Ca2+放出を特異的に検出
できない場合がある。そこで本研究では、IP3
の代謝産物であるイノシトール 1 リン酸
（IP1）を測定することによって Gq 共役型
GPCR の活性化をより特異的に検出できる
新たなアッセイ系を導入した。なお、細胞内
IP1 の定量は IP One Tb キット（cisbio 社）
と EnVision（パーキンエルマー社）を用い
て実施した。 
(２)新規生理活性ペプチドNURPの同定と機
能解析 
摂食及びエネルギー代謝調節に関与する

神経ペプチドであるニューロメジン U
（NMU）の前駆体タンパク質のアミノ酸配
列解析により、この前駆体タンパク質には翻
訳後修飾による限定切断を受けうる部位が
４ヶ所存在することを見出した。このことか
ら、この前駆体タンパク質から NMU に加え
てもう一つの新規生理活性ペプチド候補が
産生されることを予測し、逆相 HPLC とラジ
オイムノアッセイを組み合わせてこのペプ
チドがラット脳で産生されている可能性を
強く示唆した（若手研究 (B) 課題番号
22790892 にてペプチド X として報告）。そこ
で、この新規生理活性ペプチド候補を
Neuromedin U precursor-related peptide
（NURP）と命名したが、本ペプチドが生体
内でどのような分子型で存在しているかな
どの実体は未だ不明であった。そこで、本研
究ではラットから本ペプチドを精製した後
にその分子構造を決定した。また、ラットへ
の投与による機能解析により NURP が神経
ペプチドとして機能することを検証した。 

 
４．研究成果 
(１)新しく導入する GPCR 活性化測定法 
はじめに、Gq タンパク質に共役する

GPCR である NMU 受容体 1 型（NMUR1）
を用いてリガンド刺激による細胞内 IP1産生
を定量した結果、リガンド濃度依存的な IP1
産生量の増加を確認でき、本測定系が Gq 共
役型 GPCR の活性化を検出できることを確
認した。HEK293 細胞で発現させた Gq 共役
型 GPCR を用いて組織抽出物に含まれるア
ゴニスト活性を細胞内 Ca2+濃度変化で評
価・探索する場合、細胞外からの Ca2+流入に
よりGq共役型GPCR活性化による小胞体か
らの Ca2+放出を特異的に検出できない。しか
しながら、IP1 測定ではこのような非特異的
反応が認められず、Gq 共役型 GPCR の活性
化をより特異的に検出できることが判明し



た。 
つぎに、いくつかの Gq 共役型 GPCR とオ

ーファン GPCR をそれぞれ HEK293 細胞で
一過的に発現させたのちにリガンド非存在
下で IP1 量を測定した結果、Mock 細胞と比
較して GPCR 発現細胞では IP1 量の増加が
認められた(図 1)。これはリガンド非依存的
な IP1 産生の増加を示しており、これらの
GPCR が恒常的に活性化された基礎活性を
持つことを示している。このような Gq 共役
型 GPCR の基礎活性は、細胞内 Ca2+濃度変
化では検出できなかったため非常に興味深
い。GPCR 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（引用文献①）、生
体調節における GPCR 基礎活性の重要性が
示されているため、これらの受容体の生理的
役割を検討する際にはリガンド非依存的な
機能も考慮する必要があると思われる。また、
摂食調節に関与するアグーチ関連タンパク
質が、インバースアゴニストとして GPCR で
ある 4型メラノコルチン受容体の基礎活性を
抑制することが報告され（引用文献②）、
GPCR 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ことが示さ
れている。よって、いくつかの Gq 共役型オ
ーファン GPCR が基礎活性を有することは、
これらのオーファン GPCR の内因性リガン
ドを探索する際に、アゴニスト活性に加えて
インバースアゴニスト活性にも着目しなく
てはならないことを示している。 

また、今回導入した IP1 測定による Gq 共
役型 GPCR の活性化検出法はリガンド刺激
時間が 90 分であるため、反応時間が 4 分程
度と短い細胞内 Ca2+濃度変化の測定では検
出 す る こ と の で き な い slow acting 
compound によるアゴニスト活性を検出する
ことも可能である。 
これらのことから、IP1 測定法はオーファ

ン GPCR の内因性リガンド探索において、従
来法では検出できなかったリガンド活性を
検出できる可能性を秘めていると考えられ
る。 
(２)新規生理活性ペプチドNURPの同定と機
能解析 

ラットにおいて NMU mRNA は中枢神経
系及び下垂体、小腸で強く発現しているため、
ラット脳からの NURP の精製を試みた。
514g のラット脳から抽出した粗ペプチドを、
抗 NURP 抗体を用いた免疫アフィニティー
クロマトグラフィーに供し、吸着物を逆相
HPLC にて分離した結果、NURP に由来する
2 種類のペプチドを単離することができた
（図 2、B1 及び B2）。N 末端アミノ酸配列解
析の結果、2 つのペプチドは同一の N 末端配
列を有しており、それは予想された NURP
の N 末端配列と一致していたが、質量分析に
より B1 と B2 が異なる分子量（それぞれ
4,201.2 と 3,758.8）を持つことが明らかにな
った。これらのデータは、ラット脳では
NURP は C 末端側の異なる位置でプロセシ
ングされることにより、36 及び 33 残基の 2
つの分子型で産生されていることを示して
いる。これら 2 つのペプチドはラット小腸か
らも同様に単離された。（発表論文④） 

これまでに、NURP をラットへ脳室内投与
すると血漿プロラクチン濃度が特異的に上
昇することを示すとともに、NURP は分散培
養した下垂体前葉細胞からのプロラクチン
分泌を促進しないことを示し、脳室内投与し
た NURP は下垂体に間接的に作用してプロ
ラクチン分泌を促進していることを示唆し
ていた。下垂体からのプロラクチン分泌は視
床下部からのドーパミンによって抑制され
ているため、NURP のプロラクチン分泌促進
活性とドーパミン系の関係を検討した。ドー
パミン受容体アゴニストを前投与したラッ
トでは、NURP のプロラクチン分泌促進活性
は完全に抑制された。また、ドーパミン受容
体アンタゴニストを投与することによりド
ーパミンによるプロラクチン分泌抑制を解
除したラットへ NURP を脳室内投与した場
合でも、本ペプチドによるプロラクチン分泌
促進が認められなかった。これは、NURP が
ドーパミン非依存的なプロラクチン分泌促
進活性を持たないことを示している。このこ
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【図1】GPCRの基礎活性。リガンド非存在
下にて90分で蓄積されるIP1量を測定した。
NMUR1やオーファンGPCRであるoGPR-X1、-X2
を発現させたHEK293細胞ではIP1産生量が増
加している。

B1

B2

【図2】ラット脳からのNURPの精製。ラット
脳から得たペプチド抽出物を抗体アフィニ
ティーカラムにより精製し、その溶出物を逆
相HPLC（μ-Bondasphere C18）により分離し
た。



とから、NURP は視床下部ドーパミンを介し
てプロラクチンの分泌を促進していると考
えられた。（発表論文④） 
このほか、NURP をラット脳室内投与する

と心拍数の増加や背部表面体温の上昇、エネ
ルギー代謝の亢進、自発運動の増加などが観
察されている（発表論文③）。 
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