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研究成果の概要（和文）：膜受容体の主要タンパク質である７回膜貫通型受容体が二量体構造として存在するこ
とについては、今では広く受け入れられているが、同じタンパク質同士や異なる２つのタンパク質が二量化した
状態で存在するGPCR二量体の２つのプロトマーの機能を調べる目的で、好中球活性化受容体ホルミルペプチド受
容体を取り上げ、２つのサブタイプ選択的リガンドを持つヘテロな二量体の２つのペプチドの新しい挙動を見出
した。

研究成果の概要（英文）：Many GTP coupled receptors exits as homodetic and heterodetic dimeric forms 
on the biological membrane and the functions of two protomers of dimeric GPCR have not been 
elucidated. To understand the functions of protomers of formyl peptide receptors, heterodetic 
dimeric peptides of peptides with the high selectivities for two receptor subtypes were synthesized.
 From the results of biological assays, dimeric peptides interact with the two protomers.
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１．研究開始当初の背景 
 現在臨床で用いられている薬のおよそ半
分は、細胞膜上に存在する GPCR を標的とし
ている。この受容体は細胞膜を７回貫通する
立体構造を持っているため７回膜貫通型受
容体と呼ばれている。GPCR 型受容体が二量
体構造として存在することについては、今で
は広く受け入れられているが、同じタンパク
質同士や異なる２つのタンパク質が二量化
した状態で存在する GPCR 二量体のシグナ
ル伝達機構、特に GPCR 型受容体の膜貫通部
の存在状態、特に受容体タンパク質の二量体
構造構築とそのシグナル伝達の役割は明ら
かになっていない。 
 二量化 GPCR の構造・機能研究は数多く
報告されている。最近では、細胞膜で 2 分
子結合の定量計測が報告され、GPCR は細
胞膜上で単量体と二量体が短い時間で行き
来しながら存在する動的平衡状態にること
が報告された（Kasai ら,J.Cell Biol. 2011）。
しかし、GPCR と結合するペプチドリガン
ド側の研究については、２つのアゴニスト
を二量化した研究はいくつか報告されてい
るものの、二量体の受容体に，リガンドが
二価的に相互作用することを明らかにした
研究はない。特に、異なる受容体サブタイ
プ選択的リガンドをヘテロに二量化した誘
導体に関しては、限られた数の報告のみで
ある。選択性の異なる２つのアゴニストを
ハイブリッドに二量化した研究で、シグナ
ル伝達を解析した例は無い。また、膜貫通
ドメインで好中球プライミング作用を有す
るものは、我々の報告以外他に無く、膜貫
通ドメインによる受容体タンパク質調節と
プライミング性ペプチドを用いた細胞機能
の研究は唯一と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに、二量体を形成した２つ
の受容体タンパク質に存在する２つのリガ
ンド結合部位は、それぞれ独立して機能する
のか、それとも二量体を形成している場合は
１つの受容体として振舞うのかについて、２
つの同種の活性ファルマコホアペプチド２
分子を共有結合により二量化したペプチド
研究から明らかにした。 
 今回は、膜上で二量体を形成している
GPCR 型受容体タンパク質の機能構造を解
明する目的で、二量体一体型でのみ機能する
のか、解離して単量体タンパク質としてもリ
ガンドと結合し、シグナル伝達を引き起こす
ことが可能かを調べた。今回の研究には、好
中球活性化受容体ホルミルペプチド受容体
を取り上げた。この受容体は、白血球の主成
分である好中球を活性化し、遊走、活性酸素
放出、タンパク質分解酵素放出などの生理活
性発現に関与する。ひと好中球上には FPR1
と FPR2 と呼ばれる２種類のタンパク質の
みが発現しており、さらに前述の Kasai らの
報告から、受容体が二量体と単量体の平衡状

態で存在することが確かめられているため、
本研究の条件に適している。好中球活性化ペ
プチドの２つのサブタイプにそれぞれ選択
的なリガンドを共有結合でヘテロ二量体と
し、生物活性評価から二量化受容体の働きを
調べた。 
 
３．研究の方法 
 研究は、ペプチド化学、分子薬理学、有機
合成の３グループが分担領域の研究を進め
るだけでなく、各分野の情報共有を密にし、
有機的な連携で目的達成に向けて協力して
いく研究体制で実施した。 
 ペプチドのデザインと合成：今回新規に開
発するヘテロアゴニスト二量体として、ヒト
好中球に存在する２種類の受容体サブタイ
プ FPR1 と FPR2 をそれぞれ選択できるアゴニ
ストを組合せたペプチドを合成した。具体的
に FPR1 サブタイプに選択的なアゴニスト
Met-Met-Trp-Leu-Leu (MMWLL)と FPR2 サブタ
イ プ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト
Trp-Lys-Tyr-Met-Val-Met-NH2 (WKYMVM) を
組み合わせた。これまでの二量体アナログの
合成において、架橋剤として長鎖アルキル、
アミノ酸、水溶性を考慮したエチレングリコ
ールが用いられてきた。架橋剤の選択は生理
活性だけでなく溶解度に大きな影響を与え
る。今回は活性測定のため水溶性を保持し、
且つ二量体の生体膜との非特異的相互作用
の架橋剤としてアミノ酸誘導体を用いた。ま
た、これまでに報告された２つのペプチドの
構造活性相関情報から、fMLPはそのC末端側、
WKYMVM は N 末端を架橋剤との反応点とした。
ペプチドは、迅速ペプチド固相合成法により
調製した。 
 生理活性は、ヒト好中球及び分化させたヒ
ト白血病細胞 HL-60 での cytochrome C 法及
びルミノール化学発光法による活性酸素生
成、ボイデンチャンバーによる遊走活性、エ
ラスターゼ放出、Fura-2 を用いた細胞内カル
シウム濃度変化について評価した。得られた
生物活性の結果から、より高いサブタイプ選
択性を有するペプチド及び細胞実験に供し
やすい水溶性などの化学的性質を考慮した
ペプチドを順次合成した。 
 
４．研究成果 
 ヒト好中球上に二量体として存在してい
ると考えられているホルミルペプチド受容
体の２つのプロトマーがそれぞれ個別に機
能していることを評価する目的で、ホルミル
ペプチド受容体の２つのサブタイプに選択
的な２種類のアゴニストを共有結合で架橋
したハイブリッド二量体を合成した。これま
での研究から、架橋部位はペプチドの活性に
影響しない部位を選択した。また、架橋剤は
架橋するペプチドや合成二量体の溶解度を
考慮し、二量体ペプチドをデザインとした。
２つのペプチドにシステイン残基を導入し、
ジスルフィド結合で架橋したアナログの他



に、ペプチド合成樹脂上で２種類のペプチド
をグリシンや長鎖アルキルアミノ酸を用い
タンデムにつないだハイブリッド二量体も
合わせて合成した。 
 合成は迅速固相合成法で行った。得られた
化合物の純度と構造は、逆相 HPLC 及び
MALDI_TOF MS で評価した。生理活性は、細胞
内カルシウム濃度変化として評価した。測定
の結果、ハイブリッド二量体は fMLP とほぼ
同程度の最大活性を示した。また、二量体ペ
プチドの２つのペプチド fMLP と WKYMVM がそ
れぞれのサブタイプと相互作用しているか
を調べる目的で、FPR1 と FPR2 のそれぞれに
選択的なアンタゴニスト存在下で活性測定
を行ったところ、いずれのアンタゴニスト存
在下においても二量体ペプチドは高い活性
を示した。その結果から、二量体ペプチドの
それぞれのペプチドはFPRの２つのサブタイ
プのいずれとも相互作用していることが示
された。んまた、二量体ペプチドが二価的に
受容体と相互作用していることの示唆を得
る目的で、２つのサブタイプ特異的ペプチド
を混合して生理活性を測定し、２つのペプチ
ドが単量体として存在している環境での活
性を測定し、二量体の活性と比較した。その
結果、二量体ペプチドは単純に単量体を混合
した系での測定と比較して、有効薬物濃度と
最大活性の両方で有意に高い細胞内カルシ
ウム濃度変化の値を示した。一般に、アゴニ
ストは濃度に依存して活性が上昇するが、ペ
プチドが受容体と相互作用するのに十分な
濃度以上では、更にペプチドの濃度を高めて
も一定の活性を示す。最大活性上昇が低濃度
アゴニストの前投与によるプライミングに
依存することを確認したが、ヘテロ二量体ペ
プチドは、分化 HL-60 細胞に対しプライミン
グ活性は示さなかった。この結果から、ヘテ
ロ二両体が単純に２つの単量体として振舞
っているのではなく、１分子に２つの薬理学
的コアが含まれる分子として、ペプチドが２
種類の受容体サブタイプの結合サイトと二
価的に相互作用結果していることが期待さ
れた。 
 次に、ヘテロ二量体の結合様式を評価する
目的で、二量体の２つのペプチドをそれぞれ
不活性化したアナログを新規に合成した。そ
の結果、fMLP の活性発現因子であるホルミル
基を除去したアナログはもう１つの活性コ
アである WKYMVM-NH2 ペプチドの機能だけが
発現され、二量体ペプチドとの差異が明確に
判別された。一方、WKYMVM-NH2のアミド基の
除去や６位を Glyに置換した WKYMVG-OH を持
つアナログでは、二量体ペプチドと比較して、
明確な活性の変化が観察されなかった。単量
体の WKYMVM-OH や WKYMVG-OH は完全に不活性
であるため、二量体の異常性が見出された。 
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