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研究成果の概要（和文）：本研究は、アドロピンやオーグリンなどのエネルギー代謝や食欲、その他様々なシグ
ナルに関与するペプチドホルモンの未知の受容体を同定し、さらにその下流のシグナル伝達経路の詳細を解明す
ることを目的としている。
ビオチン標識したアドロピンの受容体のスクリーニングを行ったが候補を濃縮できなかった。次に酵母
two-hybrid法を改変して用いる方法を考案し、アドロピンと結合する可能性のある部分cDNAを得た。
今後は、ヒト細胞でこの分子を発現させて、実際にビオチン化したアドロピンと結合するか否か、細胞内で遺伝
子発現などを変化させるかを解析予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we planned to discover the receptors for adropin and augurin 
which are the peptide hormones regulating energy metabolism, appetite and various signaling 
pathways. 
We utilized COS7 cell which overexpressed sub-pooled cDNA library from mouse brain, biotin-labelled 
peptides, streptavidin-HRP, and chromogenic substrate system. However, we failed to obtain the 
clones that gave positive signals about ligand-binding. We modified classical yeast two hybrid 
method and obtained the candidate molecules which potentially interact with adropin. 
We plan to analyze whether this protein really bind to adropin using biotin labelled-adropin and 
cell based assay and the binding between these molecules alter the gene expression of the cells.

研究分野：シグナル伝達、分子間相互作用
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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 
生体が大きなストレスを受けたとき、視床
下部から放出される副腎皮質ホルモン放出
因子 (corticotropin releasing factor、以下
CRF)は、下垂体を刺激して副腎皮質刺激ホル
モン(adrenocorticotropic hormone、ACTH)
を分泌させ、副腎皮質に働きかけ、内分泌を
動 か す 視 床 下 部 － 下 垂 体 － 副 腎 系
(hypothalamic-pituitary-adrenal axis、以下
HPA axis)を駆動する。 
胃から分泌されるグレリンや、脂肪細胞か
ら分泌されるレプチン、視床下部から分泌さ
れるニューロペプチドYは視床下部に作用し
て、食欲を調節する。視床下部は別名「食欲
中枢」といわれるが、近年視床下部でアドロ
ピンやオーグリンなどいくつかのオーファ
ンリガンドの発現が報告されている。 
アドロピンは、肝臓でも発現しており、高
カロリー食を与えたマウスでは発現が亢進
することや、肝臓の脂肪合成に関わる PPAR
γ遺伝子の発現と関わっていることが明ら
かとなっている。しかしながら、アドロピン
受容体と細胞内シグナル経路については解
明されていない。 
オーグリンはラット脳室内投与により

CRF放出促進を起こすが、オーグリンの食欲
への関与や、その受容体や細胞内シグナル経
路も不明である。 
アドロピンもオーグリンもHPA axisを駆
動したり、食欲に影響を及ぼしたりする可能
性が高い。したがって、オーファンリガンド
であるアドロピンやオーグリンに対する未
知受容体や細胞内シグナルを解明すること
は、食欲の調節に障害があり治療が困難な過
食症や食思不振症の病態解明や新しい治療
法開発のために必要であると考えられる。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、アドロピンやオーグリンなどの
エネルギー代謝や食欲、その他様々なシグナ
ルに関与するペプチドホルモンの未知の受
容体やシグナル伝達経路を生化学的手法、培
養細胞を用いた分子生物学手法を用いて、同
定・解明し、肥満や過食症、食思不振などの
様々な症状に対して、新しいアプローチで創
薬や治療法開発を行うための知見を得るこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 アドロピンやオーグリンの作用機構を解
明し、臨床応用への手がかりを得るため、以
下を行う。 
(１) ビオチン標識アドロピンあるいは
オーグリンを用いて、視床下部に存
在すると推定される受容体を同定
するため、脳由来 cDNA 発現ライブ
ラリーを分割したサブライブラリ
ーを導入した細胞での結合実験を
行う。結合実験で陽性と認められた
サブライブラリーは、さらに分割操

作を行い、陽性単一クローンを得る
までスクリーニングを繰り返す。得
られた陽性クローンの配列をシー
クエンスし、未知アドロピンあるい
はオーグリン受容体候補を同定す
る。 

 
(２)  (１)で同定した受容体候補分子の
アミノ酸配列情報を解析し、細胞膜
貫通ドメインやシグナルペプチド
を持つと思われる分子のみを受容
体候補として絞り込み、クローニン
グして培養細胞での発現ベクター
を作製する。作製した受容体発現ベ
クターを培養細胞に導入発現し、氷
温でアドロピンあるいはオーグリ
ンを細胞培地に添加する。その後、
細胞を回収して、抗アドロピンある
いはオーグリン抗体を用いた免疫
染色、またはホモジナイズ後、膜画
分に含まれるアドロピンあるいは
オーグリンをウエスタンブロット
で定量、あるいは放射性物質を使っ
て標識したアドロピンあるいはオ
ーグリンを用いたRIAアッセイによ
り、クローニングした新規受容体と
アドロピンあるいはオーグリンと
の結合の有無を解析する。 

(３) (１)、(２)で同定したアドロピンあ
るいはオーグリン受容体に対する
抗体を作製する。組み換えアドロピ
ンあるいはオーグリン受容体タン
パク質を大腸菌中で発現させた後、
精製する。得られた精製タンパク質
をウサギ、モルモットあるいはマウ
スに免疫し、抗体を得る。得られた
抗体を用い、各種臓器でのアドロピ
ンあるいはオーグリン受容体発現
を免疫組織化学的手法あるいはウ
エスタンブロットで定量する。また、
グレリンやレプチン、ニューロペプ
チドY各受容体の発現分布と比較し、
同一細胞上にそれら受容体とアド
ロピンあるいはオーグリン受容体
が共に発現しているか否かを確認
する。 

(４) (１)(２)で同定したアドロピンあ
るいはオーグリン受容体を培養細
胞で発現させ、アドロピンあるいは



オーグリンで刺激することにより、
変化する細胞内シグナルを各種リ
ン酸化抗体やレポータージーンア
ッセイで検出する。 

 
また、(３)で作製した、同定した新
規受容体に対する抗体を用い、免疫
沈降により新規受容体と結合する
細胞内分子を精製し、LC/MS を用い
た質量分析により同定する。さらに、
(３)でアドロピンあるいはオーグ
リン受容体発現が確認できた臓器
由来の初代培養細胞や細胞株を用
いて、受容体以降のシグナルを検出
する。これらの実験で得られた結果
と既知のグレリンやレプチン、ニュ
ーロペプチドY各受容体を介したシ
グナル伝達とを総合的に解析して、
アドロピンあるいはオーグリンが
制御する細胞内シグナルを解明す
る。 

 
 
４．研究成果 
 COS7 細胞や 293 細胞でマウス脳 cDNA ライ
ブラリーを発現させ、ビオチン標識したアド
ロピンを結合させて、ストレプトアビジン
-HRP と発色基質を用いて受容体のスクリー
ニングを行ったが候補を濃縮することがで
きなかった。これは、293 細胞内でのプラス
ミド DNA の維持が不安定で、欠失が 48 時間

以内でも高頻度で発生することによるもの
と考えられた。 
 続いて、ファージディスプレイ法を用いて、
アドロピンと結合するペプチド鎖を発現す
るクローンの濃縮を目指したが、非特異的に
吸着されるクローンが多く、アドロピン特異
的に結合するファージクローンの同定を行
うことができなかった。 
そこで、２分子結合に多くの実績がある酵
母 two-hybrid 法を改変して用いる方法を考
案し、アドロピンと結合する可能性のある部
分 cDNA を得た。 
今後は、ヒト細胞でこの分子を発現させて
実際にビオチン化したアドロピンと結合す
るか否か、細胞内で遺伝子発現などを変化さ
せるかを解析する予定である。 
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