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1. 研究の目的と背景
　G protein-coupled receptor（GPCR）は，味，光，臭 
気，フェロモン，ホルモンや神経伝達物質など，多様な細
胞外の化学刺激に応答してそのシグナルを細胞内へと伝達
する細胞膜受容体ファミリーであり，ヒトでは約 800 種
類の GPCR が存在する．GPCR を介したシグナルは様々
な生命機能に関与していること，GPCR の発現分布およ
びリガンド／受容体の特異性を利用した選択的な調節が
可能であるということから，広く創薬の標的となってい
る．さらに，医薬品に留まらず，食品成分の標的となるこ
とも明らかになりつつある．GPR40，GPR41，GPR43，
GPR119 や GPR120 が脂肪酸受容体として鎖長選択的
に脂肪酸をリガンドとすること1，GPCR 型エストロゲン
受容体 GPR30 がイソフラボン類をリガンドとすること2， 
胆汁酸受容体 TGR5 が柑橘類成分のノミリンをリガンド
とすること3 が明らかとなっている．さらに，私どもの
先行研究において，S-エクオールによって活性化される
GPCR の存在が示唆されたが 4，同定には至っていない．
これらの背景から，GPCR と食品因子リガンドの未同定
の組み合わせが存在することが予想される．さらに，この
組み合わせの発見は，機能性食品開発への応用へと展開す
ることが期待される．しかしながら，食品因子／ GPCR
の組み合わせを探索する実験系が確立されていない．
　GPCR は，7 回膜貫通構造を有しており，細胞外や膜貫
通ドメインに特異的なリガンドが結合すると，立体構造変
化が引き起こされて活性型となる．活性型 GPCR は，ヘ
テロ三量体 G タンパク質の Gαサブユニットに結合した
GDP が GTP へ変換される反応を触媒する．Gαの立体
構造の変化によってヘテロ三量体 G タンパク質は Gαと
GβGγに解離し，それぞれがシグナルを伝達する．Gα 
サブユニットは下流のシグナルにより Gαs，Gαi，Gαq，
Gα12/13 の 4 種類に大別される．Gαs はアデニル酸シク
ラーゼを活性化することで cAMP の産生を促進し，Gαi 
はアデニル酸シクラーゼを抑制する．Gαq はホスポリ
パーゼ C を活性化することで細胞内 Ca2+ 濃度を上昇さ
せ，Gα12/13 は低分子タンパク質の Rho を活性化する．
これらのシグナル伝達によって、cAMP 応答配列（CRE）
や血清応答配列（SRE）を介した転写が活性化される（図
1）．
　GPCR はリガンドの結合によって活性化後，GPCR 
kinase（GRK）によって C 末端の細胞内領域でセリン／
スレオニン残基がリン酸化を受け，G タンパク質を介した

シグナル伝達が終結する．リン酸化された GPCR に特異
的にβ-arrestin が結合し，エンドサイトーシスが引き起
こされることで GPCR は細胞内へと取り込まれる．この
プロセスは一般に脱感作と呼ばれる．GRK ファミリーは，
配列相同性に基づいて視覚 GRK サブファミリー（GRK1
と GRK7），β-アドレナリン受容体キナーゼサブファミ
リー （GRK2 と GRK3），GRK4 サブファミリー（GRK4，
GRK5，GRK6）の 3 つの主要グループに分けることがで
きる．GRK2，3，5，6 は，哺乳動物組織において遍在的
に発現されるのに対し，GRK1，4，7 は網膜や精巣など
特定の器官に限定される．
　本研究では，食品因子／ GPCR の組み合わせのスクリー
ニング系の構築を目的として，① GPCR とルシフェラー
ゼ応答ベクターを細胞に導入したエクスプレッション・ス
クリーニング系，② GRK やβ-arrestin との相互作用を
利用したプルダウン・スクリーニング系の 2 つの実験系
の構築を試みた．

2. 研究の方法
2-1. 細胞培養法
　ヒト胎児腎臓由来の培養細胞株である HEK293FT 細
胞は 10％ウシ胎児血清（FBS），100 units/mL ペニシ
リン G、100 µg/mL ストレプトマイシン硫酸塩を含む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）を用
いた．培養は 95％ air と 5％ CO2 を含む 37℃のインキュ
ベーター内で行った．

2-2. プラスミド作製
　ヒト GPCR cDNA を組み込んだ entry clone（258 種
類）は，産業技術総合研究所の五島直樹先生から分与い
ただいた5．Gateway システムを用いることで，GPCR
を コ ー ド す る cDNA を entry clone か ら destination 
vector（pcDNA3.2/V5-DEST）にサブクローニングし
た哺乳類 GPCR 発現ベクターを使用した．ルシフェラー
ゼレポーターベクターには，p4xCRE-TATA-Luc2P[4]、
p3xSRE-TATA-Luc2P ま た は p4xCRE-3xSRE-TATA-
Luc2P（p4xCRE-TATA-Luc2P ベクターの CRE サイト
の下流に SRE を 3 つタンデムに含む）を使用した．
　pRK5-GRK2（bovine）（Plasmid #14691），pcDNA3 
-GRK3（bovine） （Plasmid #32689），pRK5-GRK5 

（bovine）（Plasmid #14690），pRK5-GRK6 （human） 
（Plasmid #32693），pcDNA- β-arrestin-1-flag （rat） 
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（Plasmid #14687）は addgene より入手し，インサー
ト cDNA は pGEX4T ベクターや pET30 ベクターにサ
ブクローニングを行った．Flag タグ融合型ヒトβ2 ア
ドレナリン受容体を発現するベクター（p3xFlag- β2- 
adrenergic receptor）を作製した．

2-3. ルシフェラーゼレポーターアッセイ
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 活 性 の 測 定 は，Dual-
Luciferase Reporter Assay System（Promega）を用い 
て行った．HEK293FT 細胞を，DMEM 培地（2％ FBS， 
抗生物質不含）に懸濁し，48 well プレートに播種し
て 24 時 間 培 養 し た．Opti-MEM に，GPCR 発 現 ベ
ク タ ー（0.075 µg/well） と firefly ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ
ポーターベクター（0.075 µg/well）およびRenilla ル
シフェラーゼレポーターベクター pGL4.74［hRluc/
TK］（0.05 µg/well）を加えた DNA 混合液を調製し、
polyethylenimine（PEI，0.4 µl/well）を添加して混合
した．この混合液を用いて 24 時間後トランスフェクショ
ンを行った後，クルクミンなどの食品因子を添加して，さ
らに 4 時間培養した．ルシフェラーゼ活性は，20/20n 

Luminometer（Promega）を用いて測定した．firefly ル
シフェラーゼの値をRenilla ルシフェラーゼの値で割った
値を相対比したものを relative light unites とし，グラフ
化した（n=4，Mean ± SD）．

2-4. GST タグ融合 GRK および -β-arrestin-1 の発現誘
導と精製

　pGEX4T-GRK2，3，5，6 および pGEX4T-β-arrestin-1 
を形質転換した大腸菌 BL21 codon plus を前培養し，前 
培養液を 1/100 量植菌して培養した．OD600 が 0.5 ± 0.1 に
達したところで isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

（IPTG，0.1 mM）加え，さらに 16℃で 24 時間振盪培
養した．尚，培養にはアンピシリンナトリウム（50 µg/
ml）を含む LB 培地を用いた．培養液を回収して可溶化
バッファーを用いて懸濁，超音波破砕後の遠心分離上清を
SDS-PAGE 用のサンプルとして調製した．SDS-PAGE
後に，CBB 染色を行って組み換え体タンパク質の発現を
調べた．
　カラム内でバッファーを用いてで平衡化した Glutathione 
Sepharose 4B 樹脂へ GEX4T-β-arrestin-1 を発現させ
た大腸菌破砕上清加えて，4℃，一晩ローテーターを用い
て混合し，樹脂へ GST 融合タンパク質を結合させた．バッ
ファーで樹脂を洗浄後，GST 溶出バッファー（500 mM 
Tris-HCl，pH 8.0，150 mM NaCl，50 mM 還元型グ
ルタチオン，1 mM DTT，0.1％ TritonX-100）を加え，
溶出を行った．その後，PBS を用いて透析を行った．

2-5. His タグ融合β -arrestin-1 の発現誘導と精製
　pET30-β-arrestin-1 を 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 BL21 
codon plus を前培養し，前培養液を 1/100 量植菌して
培養した．OD600 が 0.5 ± 0.1 に達したところで IPTG

（0.1 mM）加え，18℃で 24 時間さらに振盪培養した．
尚，培養にはカナマイシン硫酸塩（50 µg/ml）を含む LB
培地を用いた．培養液を回収して His 可溶化バッファー

（20 mM Tris-HCl，pH 7.4，500 mM NaCl，50 mM 
imidazole）を用いて懸濁，超音波破砕後の遠心分離上
清を SDS-PAGE 用のサンプルとして調製した．SDS-
PAGE 後に，CBB 染色を行って組み換え体タンパク質の
発現を調べた．
　カラム内でバッファーを用いて平衡化した Ni-Sepharose 
6 Fast Flow 樹脂と His-β-arrestin-1 を発現させた大
腸菌破砕上清を，4℃，一晩ローテーターを用いて混合
し，樹脂へ GST 融合タンパク質を結合させた．0.1％ 
NP-40 を含む His 可溶化バッファーで樹脂を洗浄後， His
溶 出 バ ッ フ ァ ー（20 mM Tris-HCl，500 mM NaCl，
500 mM imidazole，0.1％ NP-40，pH 7.4） を 加 え，
溶出を行った．その後，PBS を用いて透析を行った．

2-6. 細胞分画法
　HEK293FT 細 胞 を φ 100 mm dish 1 枚 当 た り に， 
p3xFLAG-β2AR（4.8 µg）と PEI（16 µl）を Opti-MEM 
に混合した溶液を添加してトランスフェクションを行った． 
24 時間に培養した細胞を PBS で洗浄後，分画バッファー 

（20 mM HEPES-NaOH，250 mM Sucrose，1 mM 
EDTA，1 mM DTT，1 µg/ml aprotinin，1 mM PMSF， 
10µg/ml leupeptin），に懸濁してホモジナイザーで破
砕を行った．1000 × g で 10 分間遠心分離後の上清を
40000 × g で 20 分間遠心し，沈殿を細胞膜画分として
回収した．

2-7. リガンドの添加と架橋反応
　2-6 で調製した 20 µg の細胞膜画分と 2-5 で作製した 
3 µg の GST-β-arrestin-1 と終濃度 10 µM isoproterenol 
と DMSO で 終 濃 度 2 mM の Dithiobis（succinimidyl 
propionate） （DSP）を計 100µl になるように脱リン酸
化阻害バッファーⅠ（10 mM Na2MoO4，10 mM NaF，
1 mM Na3VO4）を含む PBS に混合した．架橋剤や細
胞膜画分の有無，GST-β-arrestin-1 の代わりに GST
などの条件を振って架橋反応を行った．氷上で 2 時間
反応後，Glycine を終濃度 20 mM で加えて 15 分間常
温で静置し，過剰な DSP を反応させた．超音波破砕後
に 0.1％ NP-40 を含む PBS で平衡化した Glutathione 
Sepharose 4B 樹 脂 と 混 合 し た．0.1％ NP-40 を 含 む
PBS で樹脂を洗浄後，SDS サンプルバッファーを加え
て 98℃で 5 分間加熱し SDS-PAGE 用のサンプルとし
た．SDS-PAGE 後に CBB 染色および抗 Flag 抗体（M2, 
Sigma）と HRP 結合 2 次抗体を用いたウエスタンブロッ
トにより解析した．

2-8. 統計解析
　統計解析には JMP statistical software version 8.0.1

（SAS Institute）を用いた．コントロール群との比較とし
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て Dunnett 法を用いた．p<0.05 をもって統計学的有意
とし，アスタリスクで示した．

3. 研究内容
　本研究では，食品因子／ GPCR の組み合わせのスクリー
ニング系を構築することを目的とした．具体的には，①
GPCR 発現ベクターとルシフェラーゼ応答ベクターを培
養細胞に導入して，ルシフェラーゼ活性を指標に評価を
行うエクスプレッション・スクリーニング（図 1），②細
胞膜を単離し，リガンドに依存した GPCR の GRK やβ
-arrestin と結合を利用し，アフィニティータグを融合し
た GRK やβ-arrestin を用いてプルダウン後，ともにプ
ルダウンされた GPCR を質量分析器により同定するプル
ダウン・スクリーニング系（図 2）の構築を試みた．さら
に，①については実際に組み合わせの同定を検討した．

図 1　GPCR エクスプレッション・スクリーニングシステム

図 2　GPCR プルダウン・スクリーニングシステム

4. 研究の実施経過

4-1. GPCR エクスプレッション・スクリーニング系によ
る同定

　図 1 に示すエクスプレッション・スクリーニングシス
テムの構築を行った．具体的には，培養細胞に GPCR
とルシフェラーゼ応答ベクターをトランスフェクション

し，食品因子による刺激をルシフェラーゼ活性として
測定する実験系である．GPCR 発現ライブラリーとし
て，258 種のヒト GPCR cDNA から発現系を構築した．
HEK293FT 細胞を用いて，GPCR 発現ベクターと CRE/
SRE 応答ベクターをトランスフェクション後，食品因
子を添加して培養し，ルシフェラーゼアッセイによって
GPCR の活性化の有無を評価した．その結果，クルクミ
ンが Adhesion GPCR の 1 つを活性化することが判明し
た．さらに，CRE あるいは SRE の一方のみを含む応答ベ
クターを用いて同様に評価した結果，クルクミンはこの
Adhesion GPCR を活性化して SRE の活性を上昇させる
ことが判明した（図 3）．

図 3　クルクミンによる Adhesion GPCR を介した SRE
レポーター活性化　　　　　　　　　　　　

4-2. プルダウン系による同定
　図 2 に示すプルダウン系を用いたスクリーニング系の
構築に取り組んだ．これは目的細胞の細胞膜を単離後，食
品因子（リガンド）刺激による細胞膜中の GPCR とタ
グを融合したβ-arrestin や GRK との結合をクロスリン
カーで強固にし，その後さらに，細胞膜の破砕，タグを
用いたプルダウン後に脱クロスリンク，SDS-PAGE 後に
LC-MS/MS を用いてプルダウンされた GPCR の同定を
想定したものである．本研究では，まず既知の組み合わせ
であるβ2- アドレナリン受容体とイソプロテレノールの
結合を検出できるかを指標として構築することに取り組ん
だ．
　GST- β -arrestin-1 と GST-GRK の発現ベクターを作
製して組み換え体タンパク質の発現誘導を行った．その結
果、GST-GSK2, 3, 5, 6 は全て不溶性画分でのみ認めら
れ，可溶性画分には組み換え体タンパク質が得られなかっ
た（data not shown）．一方で，GST-β-arrestin-1 は，
16℃培養時に可溶性画分に組み換え体タンパク質が検出
されたため，引き続き Glutathione Sepharose 4B を用
いて精製を行った（図 4）．
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　FLAG-β2AR を形質導入した HEK293FT 細胞から
分画した細胞膜画分と，精製した GST-β-arrestin-1 と
isoproterenol を混合し，DSP を添加して架橋反応を行っ
た．また，添加した GST-β-arrestin-1，細胞膜画分，
isoproterenol，DSP の影響を観察するために，様々な条
件で架橋反応を行った．サンプルを SDS-PAGE 後 CBB
染色やウエスタンブロットにより解析を行ったが，架橋剤
を添加した際には GST がアフィニティープルダウン出来
ないことが分かった（data not shown）．
　そこで，GST タグを His タグに変更して His-β-arrestin 
-1 を大腸菌で発現精製し（図 5），Ni 樹脂を用いてプ
ルダウンを行ったが，架橋剤 DSP 存在下では His-β- 
arrestin-1 もプルダウンできなかった（data not shown）．

5. 研究から得た結論・考察
　オーファンリガンドを用いて標的 GPCR を探索する
ために 2 つの方法を考案した．①図 1 に示すエクスプ
レッション・スクリーニング系を用いて，クルクミンと
Adhesion GPCR の組み合わせを見出すことに成功し
た．②図 2 に示すプルダウン・スクリーニング系では，
β -arrestin-1 が大腸菌を用いた可溶化組み換えタンパク
質として得やすいことが判明した．GPCR が細胞膜タン
パク質であるため，細胞膜破砕に伴う構造変化によりβ
-arrestin-1 との解離が予想されるため，架橋剤の使用が
必須と考えるが，架橋剤の使用により GST タグを用いた
プルダウンに影響することが問題となった．架橋剤 DSP
の両端に所有する NHS エステルがタンパク質のアミノ基

（第一級アミン）と反応し，二分子のタンパク質を結合さ
せるが，His タグを用いた際にも同様にプルダウンできな
かった．プルダウン・スクリーニングにおいては様々な段
階での条件検討が必要であることが判明した．

6. 残された問題、今後の課題
　①エクスプレッション・スクリーニング系では，約 800
種存在する GPCR の発現ベクターライブラリーを充実さ
せることが必要となる．②β-arrestin を用いたプルダウ
ン・スクリーニングでは，架橋剤とプルダウンの方法につ
いてさらなる検討が必要であり，特に抗体を用いて免疫沈
降を行う方法についても検討すべきと考える．これらの問
題が解決することで構築されたスクリーニング系により食
品因子／ GPCR の組み合わせが明らかとなり，食品因子
の機能メカニズムが解明されていくことが期待される．
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