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生体内において生理活性物質の多くは標的細胞上の受容体を介して細胞内に情報を伝え、

その作用を発揮する。その中でも G タンパク質共役型受容体（GPCR）あるいは 7 回膜貫

通型受容体とも呼ばれる一群の受容体は、最も大きなファミリーを形成している。GPCR
のリガンドとしては糖タンパク質、ペプチド、ケモカイン、アミン、核酸などが知られて

いるが、生体機能の調節や維持に重要な役割を果たしている。また、臭覚、視覚などの感

覚受容体も GPCR の一種である。近年の cDNA あるいはゲノム解析技術の進展により新規

の GPCR 遺伝子が多数単離されてきた。それらの GPCR の多くはリガンドが未知であるた

めオーファン(孤児の)GPCR と呼ばれる。オーファン GPCR の内因性のリガンドを探索す

ることにより、新しい生理活性物質の同定や既知の生体内分子の新たな生理作用を明らか

にすることができる可能性がある。また、GPCR は創薬の重要な標的分子の一つなので、

オーファン GPCR のリガンド同定は新規創薬ターゲットの発掘にも結びつく可能性がある。

これまでに筆者は、オーファン GPCR を人工的に発現させた細胞を樹立し、リガンド結合

に伴って起こるシグナル伝達の変化を検出することにより内因性リガンドを同定する方法

を確立している。この手法を用いることによりウシ胃組織抽出液からオーファン GPCR の

一つである APJ のリガンドペプチドとしてアペリンを同定している。本研究では生理機能

解明の手がかりを得るためにアペリンの組織分布や受容体との結合などの性状を解析した。

また低分子性リガンドについても探索を進めた結果、脂質代謝物である胆汁酸や遊離脂肪

酸に応答する GPCR を見出した。さらに、それらの GPCR の機能解析を進めた結果、免疫



系・内分泌系におけるそれらの機能を解明することができた。 
 第一章では、APJ の内因性リガンドペプチドであるアペリンについて組織分布および受

容体 APJ との結合に関する解析について述べる。アペリンの mRNA 発現量および免疫活

性量をラット各組織で測定した結果、両者はともに正に相関する傾向が認められ、乳腺や

肺で高い発現が認められた。ゲルろ過による分子種の検討の結果、肺、精巣、子宮では long 
form(36 アミノ酸残基に近いもの)が主成分であったが、乳腺においては long form と short 
form(13 アミノ酸残基に近いもの)が存在することが判明した。また、受容体 APJ との結合

試験の結果、long form は short form に比べ受容体から解離しにくい性質を持つことが明

らかになった。以上、アペリンは単一遺伝子によってコードされている前駆体タンパク質

からプロセッシングにより生成されるが、組織によって長さの異なるペプチドが生成され、

それらは受容体との相互作用で異なる性質をもつことが明らかになった。これまでのとこ

ろ、アペリンと APJ については生体内での役割は未解明な部分が多いが、サイトカイン産

生抑制、HIV 感染阻害、血圧降下などの作用が報告されており、免疫系や内分泌系での役

割が期待されている。本章で得られた解析結果から今後の生理機能の解明に重要な手がか

りが得られたと考えている。 
第二章では、胆汁酸に応答する GPCR として TGR5 を同定したことを論述する。オーフ

ァン GPCR のリガンド探索は、近年競争が激化してきたため、より効率的なリガンド同定

法の開発が求められていた。筆者はオーファン GPCR の一過性発現細胞を用いたレポータ

ーアッセイ系を構築して低分子性化合物を含むライブラリーを作製してリガンド探索を実

施した。その結果、TGR5 が胆汁酸の受容体であることを見出した。これまで胆汁酸は脂肪

吸収に必要な物質とされ、また胆汁酸に対する核内受容体が知られていたが、細胞膜結合

型受容体が同定されたのは TGR5 が初めての例である。胆汁酸が TGR5 に作用するとイン

ターナリゼーションを起こし、細胞内 cAMP 産生を上昇させることが明らかになった。

TGR5 は単球・マクロファージで高発現していることから TGR5 が免疫機能の調節に関わ

っていることが示唆された。肝臓疾患による高胆汁酸血症では細胞性免疫やマクロファー

ジ機能が低下し、感染症が頻発することが知られていたため、マクロファージ機能と TGR5
との関連について解析した。ウサギ肺胞マクロファージを胆汁酸で処理すると、貪食能や

リポ多糖(LPS)の刺激によって誘導されるサイトカイン産生が抑制された。マクロファージ

機能抑制に対するTGR5の関連について検証するためヒトマクロファージ細胞株THP-1に

TGR5 cDNA を発現させた細胞株を樹立し、胆汁酸で処理すると顕著な TNFα分泌抑制が

認められた。以上、TGR5 が胆汁酸の細胞膜受容体であることが初めて明らかとなり、また

胆汁酸による免疫機能抑制機構に TGR5 が関与していることが判明した。TGR5 は免疫応

答を調節するための創薬の標的分子として有用である可能性が示唆された。 
第三章では、オーファン GPCR の一つである GPR40 が遊離脂肪酸の受容体であり、イ

ンスリン分泌制御に重要な役割を果たしていることを証明した。GPR40 のリガンド探索で

は、GPR40 を一過性に発現させた細胞での細胞内カルシウムイオン濃度変化を測定する系

により行った。この系により各種化合物を含むリガンドライブラリーのスクリーニングを



進めた結果、長鎖遊離脂肪酸が GPR40 のリガンドとして機能することを見出した。RT-PCR
および in situ hybridization から GPR40 はラット膵臓ランゲルハンス島のβ細胞や MIN6
などのβ細胞株で高発現が認められた。遊離脂肪酸がインスリン分泌に関わることはこれ

まで報告されていたが具体的なメカニズムは不明なまま残されていた。MIN6 を用いて検討

した結果、長鎖遊離脂肪酸は細胞内カルシウムイオン濃度上昇を惹起し、さらにグルコー

ス依存性インスリン分泌を上昇させることが明らかとなった。また正常ラットから採取し

たランゲルハンス島でもインスリン分泌上昇が認められた。一方、siRNA を MIN6 に導入

して GPR40 の発現をノックダウンすると長鎖遊離脂肪酸によるインスリン分泌は顕著に

抑制された。これらの結果から GPR40 が遊離脂肪酸によるインスリン分泌機構の少なくと

も一部に関与することが証明された。本章での結果から、GPR40 が長鎖遊離脂肪酸の受容

体として働き、膵臓β細胞からのインスリン分泌メカニズムの一つとして機能しているこ

とが明らかになった。GPR40 は糖尿病の治療薬を研究開発するための標的分子として有用

である可能性が示唆された。 
 以上のように本研究は、オーファン GPCR のリガンド探索を行い、内因性リガンドを

同定し、さらに機能を明らかにして生理的役割の解明・新たな創薬ターゲット発掘を目指

すという、一連の研究構想に基づいて行ったものである。筆者は、オーファン GPCR の内

因性リガンドの同定は該受容体の機能解析上必須の研究であると考えている。さらに、ア

ペリンについて行ったようなリガンド分子の性状解析も機能の解明に役立つものと確信し

ている。アペリンの生理作用については未だ不明な点が多いが、最近 Szokdi らはラット心

筋においてアペリンが強力な収縮作用を示すこと、ヒトの慢性心疾患患者においてアペリ

ン mRNA の発現が亢進していること、またヒトの心臓や血漿においてはアペリン-36 より

も長いアペリン分子が存在することを報告している。これらのことから、長いタイプを含

めたアペリン分子はヒトの心臓病態変化において何らかの重要な役割を有していることが

示唆される。先に報告されているサイトカイン産生抑制、HIV 感染阻害、血圧降下と合わ

せて免疫系や内分泌系での役割が期待される。筆者は、胆汁酸・脂肪酸といった既知の生

体成分が特異的な細胞膜受容体 TGR5・GPR40 を介して生理活性物質としての機能を果た

すことを初めて明らかにした。両者はともに栄養吸収においてあるいは細胞膜などの成分

として欠くことのできない脂質代謝物である。これらの物質が免疫系(胆汁酸によるマクロ

ファージ機能抑制)や内分泌系(脂肪酸によるインスリン分泌)で重要な役割を果たしている

ことを明らかにすることができた。また、GPR40 が脂肪酸によるインスリン分泌制御を担

っていることを明らかにしたが、生体中に存在する脂肪酸の組成や濃度がどのようにイン

スリン分泌変化に関わっているかは今後の重要な問題である。いずれにせよ、本研究によ

って得られた成績の中でも TGR5・GPR40 に関する知見は胆汁酸や脂肪酸の新たな役割を

明らかにしたと同時に、新しいメカニズムに基づく免疫機能調節薬あるいは糖尿病治療薬

の研究開発に道を開くものと期待される。 


