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GPRS6はGタ ンパ ク質 共 役 受 容 体 （Gprotein－Coupledreceptor，GPCR） フ ァ ミ リ

ー の1つ で あ るAdhesionGPCRフ ァ ミ リー に属 して い る。 構 造 的 に長 い細 胞 外 ドメ

イ ン を も ち 、GPCRProteolysissite（GPS） と呼 ばれ るモ チ ー フで 自己切 断 され 、 細 胞

外 ドメイ ン と膜 貫 通 領 域 に な る が 、 自己切 断 を受 けた 後 も両者 は相 互 作 用 して い る。

しか し、 リガ ン ドが ま だ 見 つ か っ て い な い オ ー フ ァ ン受 容 体 で あ り、 シ グナ ル 伝 達 の

詳 細 は解 析 され て い な か った 。GPR56は 腫 瘍 化 に 関連 す る とい う報 告 も され て お り、

GPR56の シ グナ ル 伝 達 経 路 や 機 能 を詳 細 に解 明す る こ とは 、創 薬 にお け る新 た な ター一

ゲ ッ ト分 子 の候 補 に つ な が る。 先 行 研 究 にお い てマ ウス のGPR56細 胞 外 ドメイ ン に
　 　

対す るポ リク ロ」ナル抗 体 を作製 し、そ の抗 体が機 能 的に働 くことを報 告 してい る。

この こ とを受 け、本研 究 にお いては、GPR56を 発 現 してい る ヒ トグ リオーマU87・MG

細胞 を用い 、GPR56め よ り詳細 な活性化 のメカニズム を解 析す るこ とを 目的 と した。

まず、 ヒ トのGPR56の 細胞 外 ドメイ ンに対す る種 々のモ ノク ロー ナル 抗体 の効果

を検討 した。 ボイデ ンチ ャンバー に よる細胞遊 走ア ッセイ を行 い、3種 類 の抗体 が細

胞遊走 を抑制す る機 能抗体 であ るこ とを見 出 した。 そ こでGPR56と 共役す るGタ ン

パ ク質 を同定す るた めに、Gタ ンパ ク質 ファ ミ リー の1つ で あるGqの 特異的 な阻害

剤 で あるYM－254890の 効 果 を検討 した ところ、抗 体 による細胞遊 走抑制 の効果 がキ

ャンセル され た。 この こ とか ら、GPR56がGqを 介 して細胞遊走抑 制効果 を示す こと

が示唆 され た。 さらに、機 能 的な効果 を示 した抗体 に よって細胞 内カル シ ウムの上昇

がみ られ 、その上昇 はYM－254890に よ りキャンセル され るこ とか ら、機 能抗体 はGq

を介 して細胞 内カル シ ウム応答 を引き起 こす ことが判 った。 また、Rhoキ ナーゼ の阻

害剤 で あ るY27632に よって抗 体の遊 走抑制 が阻害 され た こ とか ら、GPR56はGq及

びRhoキ ナー ゼの活性 化 を介 して細胞遊走 を制御す るこ とが判 った。次 に、抗体 に よ

る受容体活 性化 メカニズ ムを調 べ るため に、機能性 お よび非機能 性抗体存在 下 での共

免疫沈 降 を行 った ところ、機 能性抗体 を作用 させ た場 合 に細胞外 ドメイ ン と膜貫通 ド

メイ ンの相互作用 が強 くな る とい う結果 が得 られ た。 細胞外 ドメイ ンを欠 失 した変異

体 は、全 長 の受容 体 よ り強 い シグナル を惹起す るこ とか ら、細胞外 ドメイ ンが抑 制的

に働 いてお り、 リガ ン ドが細胞外 ドメイ ンに結合 す る と、その抑制 カミ解 除 され て受容

体 が活 性化 され る とい うモ デルが考 え られ ていたが、 リガ ン ドが結合す るこ とで細胞

外 ドメイ ン と膜 貫通 ドメイ ンの相互 作用 が強 ま り受容体 が活 性化 され る とい う新 たな

受容 体活性 制御機構 が判 明 した。

以 上の結果 は、機能抗 体がGPCRの 解析 に有用 なツールで ある ことを示 してお り、

他 のオー ファン受容 体の研 究へ の応 用や抗体 医薬へ の応用 が考 え られ る。



）

＼」

論文審査結果の要旨

申請者氏名 太 田 茂之

現在 は創薬研 究 をす る際、分子標的 医薬 とい う考 え方 で研 究開発 が行 われて い る。

そのなかで現在使 われ てい る薬の少 な くとも3分 の1以 上 が膜受容体 のなかで最 も多

いGタ ンパ ク質共役受容 体 （Gprotein・coupledreceptor：GPCR） をター ゲ ッ トと し

てい る。 この ことか ら新薬 の開発 とい う点 においてGPCR研 究は非常 に重要 であ る。

・GPCRは ヒ トでは約800種 類 あ ることが知 られ てい る。GPCRの 中で も特 に リガ ン ド

が分 かってい ない もの をオー ファンGPCRと 呼 んでい る。現在 オー ファン受容 体 は

100種 類以上 あ る といわれてお り、新薬 の ター ゲ ッ ト候 補 としてその研 究が求 め られ

てい る。GPCRはRhodopsin、Glutamate受 容体 、Frizzled、Secretin受 容体 、Adhesion

GPCRの5つ のサブ ファ ミリー に分類 で きる。GPR56を 含むAdhesionGPCRフ ァ ミ

リー の多 くはオー フ ァン受 容体で あ り、その生理機能 はまだ未解 明な部分 が多 い。 オ

ー フ ァン受容体研究 において は、 リガ ン ド探 索がその研究 の律速 とな ってい た。

申請者 は 当研 究室 において作製 したGPR56の 細胞外 ドメイ ンに対す るモ ノクロー一

ナル抗 体 を用 いて、以下 の こ とを明 らかに した。 まず 、3種 類 のモ ノクローナル抗 体

がGタ ンパ ク質 のrつ で あるGqを 介 して ヒ トグ リオーマU87－MG細 胞 の遊走 を抑制

す る機 能抗体 であった。 また、 この機 能抗 体はGPR56を 介 して細胞 内カル シ ウム濃

度 を上昇 させ ること、 さらにRhoキ ナーゼの活性 を介 して遊走 を阻害 していた。免 疫

沈 降の実験 におい ては、 これ らの機能抗 体 が受容 体の細胞外 ドメイ ンと膜貫通領域 の

相 互 作 用 を強 め る働 き を して活性 化 して い るこ とを示唆 した。 これ まで に、 ヒ ト

GPR56の シ グナル伝 達 にお いてGqを 介す るこ とを直接 示 した報告 はなかった。 申請

者 は機能 抗体 を用 いて ヒ トGPR56シ グナル伝達経路 の解析 を初 めて行 い、Gqシ グナ

ルお よびRhoキ ナーゼが 関与 してい るこ とを明 らか に した。 また、AdhesionGPCR

フ ァ ミリー におい て細胞外 ドメイ ンと膜 貫通領域 の相互作用 に関 しての直接的 な活性 、

化機構 との関連 を示 してい る報告 はなか ったが、本研 究 におい て相 互作用 が受容 体の

活性化 に重要 であ る とい うこ とを初 めて示唆 した。これ らの こ とはGPCRに 対す る機

能抗 体 を使用す るこ とが、AdhesionGPCRフ ァ ミ リーのオー フ ァン受容 体研 究 にお い

て有 用で あ るこ とを示 し、 同フ ァ ミリー を標 的 とした抗 体 医薬 の開発応 用へ の可能性

を強 く示唆 してい る。 ”

以上の よ うに、本論文 はオー ファン受容体GPR56の シグナル伝 達 と活性 化機構 に

関 して新 たな知見 を与 える もので、学術 上、応 用上貢 献す る ところが少 な くない。 よ

って審査委員 一 同は、本論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス） の学位論 文 として価値 ある

もの と認 めた。


