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研究成果の概要（和文）： 

非修飾型グレリンを固定化したカラムを作成し、アフィニティ精製の手法によりブタ脳抽出液

からグレリン結合たんぱく質を濃縮し、高塩濃度での溶出を行った後、SDS ポリアクリルアミ

ド電気泳動と質量分析を行って、グレリンに結合する蛋白質の同定を試みたが、有意なバンド

を検出するには至らなかった。次に、マウス脳 cDNA ライブラリーを培養細胞に発現させ、標識

グレリンを作用させ、グレリンを検出することにより、グレリンと結合するクローンのスクリ

ーニングを行い、いくつかの陽性クローンを含む細胞集団があることを検出できたので、現在

受容体のクローニングをさらに進めようとしている。 

 

研究成果の概要（英文）：Ghrelin is a peptide hormone to regulate appetite and is known to 
have two forms (acyl ghrelin and des-acyl ghrelin).  Ghrelin receptor (GHSR), which 
recognizes the post-translational acyl-modification, expressed in various tissues.  However, 
ghrelin without lipid-modification does not bind to GHSR and functions antagonistic to acyl 
ghrelin.  These findings suggested the presence of unknown receptor specific for des-acyl 
ghrelin.  We performed affinity-purification of des-acyl ghrelin-binding protein using pig 
brain extract.  We tried to elute des-acyl ghrelin-associated protein by high salt condition 
(1M NaCl) but detected no significant condensation of candidate molecules.  Next, we 
performed conventional receptor panning assay using COS7 cells transfected with 
sub-pooled mouse brain cDNA libraries.  We detected several pools as “positive pools” and 
further selection of procedures for cloning is in process. 
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１．研究開始当初の背景 

グレリンは日本の中里らが胃から成長ホル

モン分泌促進物質として見出した 28 アミノ

酸残基よりなる神経ペプチドで、アミノ末端
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側のセリンが脂肪酸修飾された特徴的な構

造を示す。グレリンは胃の壁細胞で産生され、

食欲増進、体重増加などのエネルギー代謝に

関わる作用があり、ただ一つの末梢臓器で作

られる摂食促進効果があるペプチドである。

グレリン受容体としては G 蛋白共役型

GHSR 受容体が知られているが、非修飾型グ

レリンは、この受容体に結合しないため、当

初生理的な作用はないと考えられてきた。と

ころが、私共は、デスアシルグレリン（非修

飾型グレリン）が修飾型グレリン依存性のイ

ンスリン分泌抑制や血糖上昇を阻害するこ

とや空腹時の食欲を低下させることを見出

した。これらの現象は、デスアシルグレリン

が、GHSR 受容体と全く異なる受容体を介し

て、修飾型グレリンのシグナルに干渉する可

能性を示している。これまでに、修飾型グレ

リンの産生や分泌を制御する機構やグレリ

ンが成長ホルモン分泌を促進する機構は精

力的に解明が行われたが、デスアシルグレリ

ンの受容体については未だ同定されず、他の

研究グループにより最近その存在が想定さ

れているのみである。 

 

２．研究の目的 

グレリンの新規受容体同定とシグナル伝達

機構の解明が目的である。血中グレリン濃度

は神経性食思不振症などの病態での食欲と

密接な関係を示すので、臨床的にも今後重要

となる。血中には非修飾型グレリンが修飾型

より多量に存在することや、非修飾型グレリ

ンを投与すると修飾型グレリンによる食欲

亢進を抑制することから、未知のグレリン受

容体を介したシグナル伝達経路が、グレリン

の作用を調節していると考えられるので、こ

れを解明する。 

 

３．研究の方法 

動物脳抽出液からデスアシルグレリンを固

定化したカラムを用いてアフィニティクロ

マトグラフの手法でグレリン結合たんぱく

質を濃縮する。カラム溶出液を電気泳動して、

LC/MS 装置を用いて、可能な限り多数の候補

分子を同定する。この実験は、目的分子がグ

レリンと結合できる活性を保ったまま可溶

化されないと成立しないが、細胞膜を貫通し

ている受容体は可溶化しにくいことが想定

されるので、必要に応じて組織からのタンパ

ク質抽出の際に、汎用されている TritonX 

-100 をはじめとして、CHAPS、オクチルグル

コシド、ジギトニンといった界面活性剤を用

いる比較的温和な可溶化から、コール酸など

の強力な可溶化までを検討する。 

得られたアミノ酸配列情報を解析して、細胞

膜貫通ドメインやシグナルペプチドを持つ

と思われる候補分子に的を絞ってクローニ

ングを行い、培養細胞で新規受容体を発現さ

せて、非修飾型または修飾型グレリンとの結

合を検証する予定であった。 

 

４．研究成果 

連携研究者の乾が提供したデスアシルグレ

リンをカラムに固定化し、界面活性剤で可溶

化したブタ脳抽出液を材料として、アフィニ

ティクロマトグラフィの手法でグレリン結

合たんぱく質を濃縮し、高塩濃度（１M 

NaCl）で溶出した。 

引き続いて溶出画分を SDS－ポリアクリルア

ミド電気泳動して、銀染色の後、LC/MS 装置

を用いて質量分析で候補分子の同定を目指

した。しかしながら、クロマトグラフィの溶

出条件を検討しても、非特異的なバンドが多

数出現してデスアシルグレリンに特異的な

結合蛋白質を確認できず、同定には至らなか

った。 

次に、サブプール化されたマウス cDNA ライ



 

 

ブラリーを COS7 細胞に発現させ、標識グレ

リンを作用させ、陽性クローンを含むサブプ

ールのスクリーニングを行った。現在、陽性

サブプールからの細分化した孫サブプール

を作成し、クローニングを進めている段階で

ある。 
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