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研究成果の概要（和文）：Adhesion G protein-coupled receptor (GPCR）は、大きな細胞外ド

メインと膜７回貫通ドメインからなり、その多くはリガンドが不明のオーファン受容体である。

Adhesion GPCR に属する GPR56 と Latrophilin1 に対する抗体作成、それぞれの変異体の作成、

そしてシグナル伝達機構の解析を行った。その結果、がん細胞の遊走を抑制する抗 GPR56 モノ

クローナル抗体を得ることに成功し、さらに Latrophilin1 の細胞外ドメインが Latrophilin1

膜貫通ドメインの活性化を抑制していること、また Latrophilin1 の細胞外ドメインは GPR56

膜貫通ドメインの活性化も抑制することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Adhesion G protein-coupled receptors (GPCRs) have a long N-terminal 
extracellular domain and a seven-transmembrane domain. Most of adhesion GPCRs are orphan 
receptors, and the activation and signal transduction mechanisms remain to be clarified. 
GPR56 and Latrophilin1 belong to adhesion GPCRs. We succeed in preparing the monoclonal 
antibody against human GPR56, which inhibits the glioma cell migration, and have 
constructed several mutants. Analysis using mutants showed that an extracellular domain 
of Latrophilin1 has an ability to inhibit the activation of Latrophilin1 transmembarane 
domain as well as the GPR56 transmembrane activation. 
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１．研究開始当初の背景 

αβγの３つのサブユニットからなり、細
胞膜を７回貫通する受容体により活性化され
るヘテロ３量体GTP結合タンパク質（Gタンパ
ク質）は、酵母からヒトに至る真核生物に幅

広く存在し、様々な細胞機能を調節する。一
方、細胞外のシグナルを受け取りGタンパク質
を活性化するGタンパク質共役受容体（GPCR）
はヒトにおいて800種類ほどあり、最も数が多
い細胞膜受容体ファミリーを形成し、神経伝
達系、内分泌調節系、生体防御系など様々な

機関番号：14603 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：21370056 

研究課題名（和文） 新しい Gタンパク質共役受容体ファミリー分子の解析 

                     

研究課題名（英文） Analysis of the novel family of G protein-coupled receptor 

 

研究代表者 

伊東 広（ITOH HIROSHI） 

奈良先端科学技術大学院大学･バイオサイエンス研究科･教授 

研究者番号：10183005 



 

 

生体システムで大事な役割を果たしている。
現在、使われている薬剤の４割近くが GPCR
を標的としており、このシグナル伝達系は生
体の恒常性の維持や外部環境への応答に必須
である。ゲノム解析から200種類以上のリガン
ド不明のオーファン受容体の存在が見出され、
盛んにリガンドの探索や生理機能の解析が行
われている。 

Adhesion GPCRは、ゲノム解析より見出され
た新たなGPCRであり、その特徴はN末側の細胞
外ドメイン（ECD）が長く、そして最初の膜貫
通領域の直前にある GPSドメインで切断され
ることである。切断後、ECDと膜７回貫通ドメ
イン（TM）に分かれても両者は非共有結合で
繋がって複合体を形成しているが、それぞれ
のドメインがどのような働きをしているかは
明らかではなかった。GPR56とLatrophilin1
（LPHN1）はいずれもadhesion GPCRに属し、
どちらも生体内の内在性リガンドは不明であ
った。私共は2008年に、GPR56が大脳皮質形成
における神経前駆細胞の遊走を負に調節する
ことを、マウスGPR56に対するウサギ抗マウス
GPR56ポリクローナル抗体を用いて明らかに
しました。また、この抗体がアゴニスト様に
働き、細胞内でG12/13→Rho経路を活性化して
遊走を阻害することも見出しました。一方、
いくつかのヒトがん細胞においてGPR56が発
現しており、増殖や接着に関与することが報
告されていました。また、Latrophilin1と
GPR56との相互作用も示唆されていました。そ
こでadhesion GPCRの活性制御機構を明らか
にし、かつ抗体医薬への発展も目指してモノ
クローナル抗体の作成、および各種変異体受
容体を用いた解析を進めることとした。  

 

２．研究の目的 
Adhesion GPCR の活性制御機構およびがん

細胞や神経系細胞での役割の解明を目的と
して研究を進めた。GPR56 はリガンド不明の
オーファン受容体であったため、その機能を
調べるのは当初困難であったが、アゴニスト
様に作用するポリクローナル抗体を得るこ
とが出来たため、その発現や作用機構を調べ
ることが出来た。しかし、より詳細に
adhesion GPCR の活性制御機構や生理機能を
調べるためには、受容体の様々な部位、構造
を認識するモノクローナル抗体が極めて有
用なツールとなる。そこで GPR56 の細胞外ド
メインからなるリコンビナントタンパク質
を調製し、それを抗原としてマウス、ラット
に免疫して抗体作成に取り掛かった。 
 一方、神経前駆細胞の遊走抑制が見られた
ため、先に得られた抗体を用いて内在的に
GPR56 を発現しているがん細胞を選び出し、
新たに得られたモノクローナル抗体ががん
細胞の遊走を抑制するか、そして抑制した場
合にはどのようなシグナル伝達経路を利用
しているか明らかにすることを目指した。も
しがん細胞の遊走を阻害するシグナル伝達
系が判れば、今度は adhesion GPCR とは別に
そのシグナル伝達系を動かせる別の GPCR の
低分子アゴニストを利用したがん細胞の浸

潤、転移の阻害療法への展開も考えられる。
また、Adhesion GPCR がヘテロ複合体を形成
して、色々な細胞機能で働いている可能性が
あり、特に GPR56 と LPHN1 との関係を明らか
にするために、両者の変異体や特異抗体を用
いた複合体形成と受容体活性制御機構の解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
バキュロウイルス Sf9 昆虫細胞発現系を

用いてヒトおよびマウスの GPR56ECD の調製
を行った。得られたリコンビナントタンパク
質をマウスおよびラットに免疫した後、抗体
産生細胞と不死化培養細胞を融合させ、抗体
を産生するハイブリドーマを作成した。
ELISA 法と Western blot 法、さらに免疫沈
降法によりモノクローナル抗体の抗原認識
の特異性および力価、免疫沈降活性を検討し
た。GPR56 により引き起こされる細胞応答を
検討するために、 SRE など各種外部刺激応答
配列を有するホタルルシフェラーゼ遺伝子
の発現誘導発光測定、 カルシウム蛍光指示
薬を用いた細胞内 Ca2+濃度の測定、8 m の穴
があいたフィルターを用いた細胞遊走アッ
セイを行った。またヒト GPR56 をノックダウ
ンさせるために siRNA をリポフェクトアミ
ンあるいは Neon を用いたエレクトロポレー
ション法により細胞に導入した。また、細胞
外ドメイン（ECD）と膜貫通ドメイン（TM）
を HEK293 細胞で発現させるためのプラスミ
ドを構築した。受容体の全長およびそれぞれ
のドメインを発現させ、両ドメインの相互作
用を調べるために、抗体による免疫沈降実験
を行った。 
 
４．研究成果 
ヒト GPR56ECD を抗原としてマウスに免疫

して 17CC とよぶモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマを得た。17CC 抗体はヒト
GPR56 を認識したが、マウス GPR56 は認識し
ない特異性の高い抗体であった。ヒトグリア
腫細胞 U87 の増殖、細胞接着、遊走に対する
17CC 抗体の作用を調べたところ、U87 細胞の
遊走を阻害することが判明した。この阻害効
果は、予め抗体を抗原である GPR56ECD と反
応させておくと消失し、さらに U87 細胞の内
在性 GPR56 を siRNA でノックダウンさせても
17CC 抗体の効果が減弱した。さらに 17CC 抗
体を用いた実験を進めようとしたが、17CC 抗
体を産生するハイブリドーマの増殖が悪く、
また細胞を継代していくと抗体の産生量が
激減することが明らかとなった。そのため、
ハイブリドーマのリスクリーニングを行い、
純化したハイブリドーマを単離したが、抗体
の産生量は低く、また継代による抗体産生量
の低下は大きくは改善されなかった。それで
も培養条件の至適化を行い、数百マイクログ
ラムの精製抗体を得ることに成功した。しか
し、マウス個体を用いたがん細胞の生着アッ
セイで用いる量を得ることが難しいため、再
度ヒト GPR56ECD を抗原としてモノクローナ
ル抗体産生細胞の樹立を試みた。その結果、



 

 

幾種類ものハイブリドーマを得ることが出
来た。それぞれの産生するモノクローナル抗
体の中には、Western 法で高感度で GPR56 を
認識するもの、免疫沈降可能なもの、そして
17CCと同様にU87細胞の遊走を阻害するもの
（11E9 抗体）が含まれていた。17CC 抗体お
よび 11E9 抗体による U87 グリア腫細胞の遊
走阻害がどの Gタンパク質を介して起こるか
検証するために、 Gq 特異的な阻害剤
YM-254890 の効果を検討した。その結果、
YM-254890 はどちらの遊走阻害効果も抑制し
た。神経前駆細胞の GPR56 を介した遊走阻害
は G12/13 を介することから、ヒトとマウス
の生物種、あるいは細胞の種類の違いによっ
て受容体より下流のシグナル伝達機構が異
なることが示唆された。現在、その原因が何
に起因するのか、種々の細胞や変異体を用い
て解析を進めている。 

Adhesion GPCR の活性制御機構を調べるた
めに細胞外ドメインのみからなる変異体 ECD
と、逆に ECD を欠失し膜貫通ドメインからな
る変異体ΔECD を GPR56 および Latrophilin1
に関して作成し、全長およびそれらの変異体
を 293 細胞で発現させ SRE ルシフェラーゼレ
ポーターアッセイによりシグナルの活性化
能を調べた。その結果、細胞外ドメインを欠
失した変異体ΔECD はどちらの受容体の場合
も、全長の野生型よりもレポーター活性で高
い値を示し、恒常的な活性型を示すことが明
らかとなった。さらに、Latrophilin1 の ECD
は単独ではレポーター活性に何ら影響を示
さなかったが、Latrophilin1ΔECD と共発現
させるとΔECD により上がったレポーター活
性を抑制することが判明した。また、共発現
させた別々のドメインが相互作用している
ことが免疫共沈降実験により明らかとなっ
た。この実験結果から、Latrophilin1 はリガ
ンドが結合していない不活性状態では細胞
外ドメインが膜貫通ドメインの活性化を抑
制しており、リガンド結合によりその抑制が
外れて受容体が活性化されるというモデル
が示唆された。GPR56 に関しても、全長より
も細胞外ドメインを欠失したΔECD 変異体の
方が高いレポーター活性を示し、このモデル
を支持したが、GPR56ECD の共発現による活性
の低下は認められなかった。しかしながら、
驚くべきことに Latrophilin1ECD が GPR56Δ
ECD によるレポーター活性化を抑制すること
を見出した。また両者がヘテロ複合体を形成
していることを免疫共沈降法で確認するこ
とも出来た。この結果は、異なる受容体があ
る条件では細胞外ドメインと膜貫通ドメイ
ンの交換が起こり、そのために同じリガンド
であっても、複合体を形成する膜貫通ドメイ
ンが変われば細胞内シグナル伝達も変わる
可能性を示唆している。細胞シグナル情報伝
達においてまったく新しい概念となる可能
性があり、現在、内在的にそのような交換が
起こった複合体が存在するか、またそのヘテ
ロ複合体が機能する場合があるか、両者の内
在的な発現が認められる細胞を用いて、解析
を進めている。 

さらに adhesion GPCR の活性化に伴い細胞

外ドメインと膜貫通ドメインの相互作用に
変化が認められるかどうかを検証するため、
アゴニスト様に働く抗体や細胞外ドメイン
に結合する特異的なアゴニストの免疫共沈
降に対する効果を調べている。 
またヒトグリア腫細胞の遊走を阻害する

抗体が得られたので、ヌードマウスへのこの
細胞の移植・生着実験の確立を目指し、確立
後は抗体の効果を検討していきたいと考え
ている。 
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