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要旨 

G タンパク質共役型受容体（GPCR）は創薬標的として優れた受容体分子群で

ある。循環器疾患領域においては、Gα12/13 と共役する GPCR が最近注目されて

いる。しかし、Gα12/13 シグナルを検出する簡便・高感度なアッセイ系が存在し

ないため、これら受容体を標的とした化合物スクリーニングは殆ど実施されて

いない。 

そこで本研究では、「Gα12/13 シグナルを増幅する人工遺伝子回路」をゲノム

に組み込んだ細胞を樹立し、この細胞を用いた Gα12/13 シグナルに対する簡便・

高感度な新規アッセイ系を構築した。今後はこのアッセイ系を使用し、Gα12/13

と共役する GPCR を標的とした化合物スクリーニングを展開する。 
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略語一覧 

Cas9:         CRISPR-associated protein 9 

CRE:         cAMP response element 

CRISPR:      clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CTGF    connective tissue growth factor 

DP:           donor plasmid 

DSB:          double-strand break 

EDTA:        ethylenediaminetetraacetic acid 

FPKM:        fragments per kilobase of exon per million reads mapped 

GPCR         G protein-coupled receptor 

HITI:          homology-independent targeted integration 

HRV:          human rhinovirus 

IRES:          internal ribosomal entry site 

LPA:          Lysophosphatidic acid 

LPI:           Lysophosphatidylinositol 

MCS:          multiple cloning site 

NECA:         5’-N-Ethylcarboxamido adenosine 

NFAT:         nuclear factor of activated T cells 
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NHEJ:         non-homologous end joining 

PAM:          protospacer-adjacent motif 

PBS:          phosphate buffered saline 

PC:           positive control 

PCR:          polymerase chain reaction 

PEST:         proline/glutamic acid/serine/threonine-rich motives 

sgRNA:        single guide RNA 

SRE:          serum response element 

SRF:          serum response factor 

TMGV:        transmembrane Gal4VP64 

TM3C:        transmembrane 3C 

3’UTR:        3 prime untranslated region 
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序文 

G タンパク質共役型受容体（GPCR）は、細胞膜上に存在する特徴的な 7 回膜

貫通型構造を持つ受容体分子群である(1)。神経伝達物質やホルモン等のリガン

ドによる刺激を受けると、GPCR は構造変化を起こし、細胞質側に存在する三量

体 G タンパク質を活性化する。それによって G タンパク質が GDP 結合型から

GTP 結合型に変化し、細胞内へ様々なシグナルを伝達する。 

ヒトの GPCR はヒトゲノム解析により約 850 種見つかっているが、その内約

550 種が嗅覚・味覚などに関与する感覚受容体群である。残り約 300 種は、生体

内の多種多様な生理活性物質を認識する受容体分子群であると考えられており、

これらの GPCR は有望な創薬ターゲットとなる(2-4)。実際、現在市販されてい

る医薬品の約 4 割が GPCR をターゲットにしている。しかし、これら約 300 種

の GPCR の内、既に受容体作動薬・拮抗薬が十分に開発されている受容体は約

50 種程度であり、標的薬が不十分ではあるが少数開発されている受容体を合わ

せても約 100 種に留まっている。よって残りの約 200 種は創薬ターゲットとし

て依然未開発のままである（図 1）(5)。これら未開発の受容体の中には、現時点

で利用可能なアッセイ系では効率よくその活性をモニターできない受容体や、

未だリガンド不明のオーファン受容体（リガンドが不明であると下流シグナル
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も不明であるため、化合物スクリーニングのための適切なアッセイ系を構築・

設計することが困難）などが数多く含まれる(6)。 

 

 

図 1．GPCR には未開拓な創薬標的が多数存在している(5) 

上図のように、標的薬が既に開発されている GPCR（感覚受容体以外）は

100 種ほどであり、未開発な GPCR は依然として 200 種類以上存在する。 

 

循環器疾患領域においては、α アドレナリン受容体作動薬・拮抗薬、β アドレ

ナリン受容体作動薬・拮抗薬、アンギオテンシン受容体拮抗薬、バソプレシン

受容体拮抗薬など、GPCR をターゲットとした医薬品が既に多数開発されている

(7-10)が、これらの医薬品だけでは治療効果が不十分な疾患や病態も数多く存在

する。 
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よって、現時点で未開発のまま残存している約 200 種の GPCR の内、心血管

系に発現する GPCR をターゲットにした創薬スクリーニングを実施し、それら

受容体に作用する化合物を同定できれば、循環器疾患領域における革新的な治

療薬開発へと繋がる可能性がある。そのためには、それら受容体の活性を効率

よく検出するための新規 GPCR アッセイ系の構築が不可欠である。 

 

 GPCR 直下で活性化される三量体 G タンパク質は α、β、γ の三つのサブユニ

ットにより複合体を構成している(1-3)。Gα サブユニットには Gαs、Gαi/o、Gαq、

Gα12/13 の 4 種類のサブタイプが存在し、Gα のサブタイプによって GPCR との

結合や活性化する下流シグナルが異なる。Gαs はアデニル酸シクラーゼを活性化

して細胞内 cAMP を増加させる。Gαi/o はアデニル酸シクラーゼを阻害すること

で cAMP を減少させ、Gαs シグナルを抑制する。Gαq はホスホリパーゼ Cβ を活

性化して、細胞内 Ca
2+を増加させる。Gα12/13 は RhoA を活性化し細胞骨格に影

響を及ぼす（図 2）(11,12)。 
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図 2．GPCR シグナリングとレポーターアッセイ系 

GPCR と共役する G タンパク質の種類によって様々なシグナルが発生する。 

Gαs は、アデニル酸シクラーゼ（AC）の活性化を引き起こし、細胞内 cAMP

を増加させる。シグナルの検出には、cAMP 応答配列（CRE)を利用したレポ

ーターアッセイ系が用いられる。 

Gαi/o は、Gαs と逆に AC を抑制する。また、Raf を活性化させるシグナル

も存在するため、ERK に反応する血清応答配列（SRE)を利用したレポーター

アッセイ系が知られている。 

Gαq/11 はホスホリパーゼ C（PLC)を活性化させて、細胞内 Ca
2+を増加させ

る。Ca
2+に反応する NFAT 応答配列（NFAT-RE）を利用したレポーターアッセ

イ系で活性を測定できる。 

Gα12/13 は RhoA を活性化して細胞骨格に関与し、血清応答因子（SRF）を

活性化させる。 
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 これら 4 種類のシグナルの中でも近年、心血管系における Gα12/13 シグナル

の重要性が注目されている(12-14)。1997 年には、Gα13 遺伝子を全身で knockout

したマウスが作成され、血管系の発達不全により胎生致死を引き起こすことが

報告された(15)。また 2012 年には、Gα13 遺伝子を成獣で心筋細胞特異的に

knockout したマウスにおいて、圧負荷によって惹起される心筋細胞の肥大と心

臓の線維化が抑制されることが報告された(16)。またこのフェノタイプに Gα13

下流の RhoA が関与していることも示唆された。以上のことから、循環器疾患領

域において Gα13 シグナルは極めて重要であると考えられている。 

GPCR に作用する化合物をスクリーニングする際には、標的とする GPCR が

どの Gα に共役するかをあらかじめ知り、その Gα シグナルに対応するアッセイ

系を用意する必要がある(17-20)。しかし、Gα12/13 シグナルを検出できるアッセ

イ系は現時点で既にいくつか知られているものの(21-23)、high throughput 

screening（HTS）に対応可能な簡便で高感度なアッセイ系は存在しない。そのた

め、その重要性にも関わらず、Gα12/13 と共役する GPCR を対象とした化合物ス

クリーニングは現在までほとんど実施されてこなかった。また興味深いことに、

現時点でオーファンとして残っている GPCR の内、かなりの受容体が Gα12/13

と共役する可能性があることが最近報告された(23)。よって、Gα12/13 シグナル

を効率よくモニターできる新たなアッセイ系を確立すれば、Gα12/13 と共役する
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GPCR のみならずオーファン GPCR に対する化合物スクリーニングも実施可能

となることが期待される。 

 

 本研究では、まず Gα12/13 が活性化された際にその下流で発現が誘導される

遺伝子を、全ヒト遺伝子を対象にしたRNA seq解析を用いて網羅的に同定した。

次に、それら遺伝子の中から本研究の目的に相応しい二つの遺伝子を選択し、

選択された二つの遺伝子の転写調節機構を利用して Gα12/13 シグナルを増幅で

きる人工遺伝子回路を設計した。さらに、この人工遺伝子回路を細胞内ゲノム

に組み込んだアッセイ用細胞を樹立し、このアッセイ用細胞を用いて Gα12/13

シグナルを高感度に検出できるレポーターアッセイ系を確立することができた。

今後は、この新規アッセイ系により、Gα12/13 に共役する GPCR およびオーファ

ンGPCRをターゲットとした化合物スクリーニングを展開していく予定である。 
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方法と材料 

【細胞培養】 

HeLa 細胞（ATCC CCL-2）は、10%非働化ウシ胎児血清（SIGMA 社）および

Penicillin- Streptomycin（ナカライテスク社）を加えた、ダルベッコ改変イーグ

ル培地（ナカライテスク社）を用いて、温度 37℃、5% CO2 インキュベーター

内で培養した。3～4 日毎に継代を行っており、継代時は培地を吸引後、リン酸

緩衝生理食塩水（PBS, ナカライテスク社）で洗浄し、Trypsin-EDTA（ナカライ

テスク社）を用いて、細胞を剥がし、上記培地へ置換後、任意の細胞数をディ

ッシュへ播種した。 

細胞の扱いの容易さ、遺伝子導入効率、アッセイ系との相性などを考慮し、

本研究では HeLa 細胞を用いることとした。本研究の目的は、循環器系に発現す

る GPCR に作用する化合物のスクリーニングに供するアッセイ系を構築するこ

とであるが、標的となる GPCR が生体内と同様な三次元構造および翻訳後修飾

を維持した状態で HeLa 細胞の細胞膜上に発現されると推定できるので、HeLa

細胞を本アッセイ系に用いることにデメリットは特段にないと考える。 
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【人工遺伝子回路構成因子の作成】 

1．細胞膜型人工転写因子（TMGV：transmembrane Gal4VP64）の作成 

ストップコドンを欠失させたヒト IL2 受容体 α 鎖の C 末端に、HRV プロテア

ーゼ 3C 認識切断配列（LEVLFQGP）を含むアミノ酸配列 GSSSLEVLFQG 

PGSSS をインフレームで連結し、その C 末端にさらに開始コドンを欠失させた

Gal4VP64（GV：人工転写因子）をインフレームで連結した。 

 

2．細胞膜型 HRV プロテアーゼ 3C（TM3C：transmembrane 3C）の作成 

ストップコドンを欠失させたヒト IL2 受容体 α 鎖の C 末端に、GS リンカー配

列（GGGGSGGGGSGGGGS）、開始コドンとストップコドンを共に欠失させた

HRV プロテアーゼ 3C を順にインフレームで連結し、さらにその C 末端に当該

タンパク質を不安定化させる目的で PEST 配列（オルニチン脱炭酸酵素由来）を

付加した。 
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【人工遺伝子回路によるシグナル増幅実証実験】 

 96 well プレートに HeLa 細胞を播種した（16,000 cell/well）。翌日、細胞膜型人

工転写因子を発現するプラスミド（pMXs-TMGV: 75 ng/well）、細胞膜型 HRV プ

ロテアーゼ 3C を発現するプラスミド（pMXs-TM3C: 75 ng/well）、ルシフェラー

ゼレポーター（UAS-luc: 25 ng/well）をリポフェクション法（FuGENE6：プロメ

ガ社）によって一過性に遺伝子導入した（合計 175 ng/well）。遺伝子導入 24 時

間後に培養上清を捨て、luciferase 用の基質を添加し、発光シグナルをプレート

リーダーにて測定した。なお、pMXs-TMGV および pMXs-TM3C は、ベクター

である pMXs を用いて段階希釈されているものを使用した(24)。これにより細胞

にトランスフェクションされる DNA 量は一定に保った状態（上記のようにそれ

ぞれ 75 ng/well）で、TMGV および TM3C のレポーターに対する容量依存的な作

用を検証した。 
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【次世代シークエンサーを用いた RNA seq 解析：Gα12/13 シグナルによって発

現が有意に増加する遺伝子群の網羅的同定】 

 以下の 7 つの実験条件を設定した。GPR55 および LPAR6 は Gα12/13 と特異的

に共役する GPCR としてよく知られており、LPI（Lysophosphatidylinositol）は

GPR55 のリガンド、LPA（Lysophosphatidic acid）は LPAR6 のリガンドである。 

 

条件 1. HeLa 細胞（野生型）     

条件 2. HeLa 細胞（野生型）+ mock  + LPI 10 μM （１時間刺激） 

条件 3. HeLa 細胞（野生型）+ GPR55  + Vehicle （１時間刺激） 

条件 4. HeLa 細胞（野生型）+ GPR55 + LPI 10 μM （１時間刺激） 

条件 5. HeLa 細胞（野生型）+ mock   + LPA 10 μM （１時間刺激） 

条件 6. HeLa 細胞（野生型）+ LPAR6  + Vehicle （１時間刺激） 

条件 7. HeLa 細胞（野生型）+ LPAR6 + LPA 10 μM （１時間刺激） 

 HeLa 細胞を 6cm ディッシュに播種した（5.0×10
5 

cell/6cm）。翌日、条件 2・5

の細胞には mock（pMXs vector）2 μg を、条件 3・4・6・7 の細胞には GPR55 も

しくは LPAR6 を発現するプラスミド（pMXs-GPR55 もしくは pMXs- LPAR6）2 μg

を、リポフェクション法（FuGENE6：プロメガ社）にて HeLa 細胞に一過性に

導入した。遺伝子導入から 24 時間後、細胞を上記の各リガンドで 1 時間刺激し、
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刺激後すぐに細胞から Sepasol-RNA I Super G（ナカライテスク社）を用いて total 

RNA を回収した。1 条件ごとに 3 回実験を行なった。これらの total RNA から

mRNA を精製し、mRNA サンプルを次世代シークエンサーによる RNA seq 解析

に供した。 

 

【Gα12/13 シグナルを増幅する人工遺伝子回路を組み込んだアッセイ用細胞の

樹立】 

1-1．CRISPR 用プラスミド（pX330-NR4A1-3’UTR）および TMGV ドナープラス

ミド（TMGV donor plasmid ：DP-TMGV）の構築 

 ゲノムの標的部位（NR4A1 遺伝子座の 3’UTR）に DNA 二重鎖切断（double- 

strand-break：DSB）を起こすための CRISPR 用プラスミドを pX330-U6- 

Chimeric_BB-CBh-hSpCas9（addgene #42230）を基に構築した

（pX330-NR4A1-3’UTR）（図 3）(25-30)。 
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図 3．CRISPR-Cas9 用ベクターデザイン 

pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9（以下 pX330）は、①ヒト U6 プロモー

ターの下に gRNA scaffold を連結させた「U6-gRNA カセット」と、②CBh プ

ロモーターによって SpCas9（Streptococcus pyogenes Cas9）を発現させる

「CBh-SpCas9 カセット」を同一ベクター上に設計したベクターである。 

sgRNA scaffold 中のクローニングサイトにアニーリングした合成オリゴを

挿入する。このベクターを導入するだけでゲノム上の標的部位に DSB を起こ

すことができる。 

 

 

 

 



18 

 

TMGV の N 末端側に IRES（internal ribosome entry site）配列を付加した遺伝子

断片（IRES-TMGV 断片）を作成し、その N 末端側に flox-Blastcidin 耐性遺伝子

カセット（loxP で Blastcidin 耐性遺伝子カセットの両脇が挟まれている）を連結

した(31)。この DNA 断片の N 末端側および C 末端側に上記の pX330 

-NR4A1-3’UTR が認識する配列をさらに付加し、pBlue Script プラスミドにクロ

ーニングした（TMGV donor plasmid ：DP-TMGV）（図 4）。 

 

 

 

図 4．TMGV donor plasmid デザイン 

pBlue Script vector の MCS 領域に、knockin インサート配列の両端を CRISPR

認識配列で挟んだカセットをサブクローニングし、DP-TMGV を作成した。 
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1-2．HeLa 細胞のゲノム内 NR4A1 遺伝子座 3’UTR に IRES-TMGV 断片を knockin

（図 5） 

 HeLa 細胞を 5×10
5 

cell/6 cm ディッシュで播種し、翌日に「pX330-NR4A1 

-3’UTR 3 μg + DP-TMGV 0.03 μg」をリポフェクション法（FuGENE6：プロメガ

社）によって一過性に遺伝子導入した。導入した翌日に、細胞培養液に Blastcidin

を 10 μg/mL となるように添加し、約二週間培養した。Blastcidin 存在下で増殖し

た HeLa 細胞を限界希釈し、モノクローン化した。モノクローン化したそれぞれ

のクローンからゲノムを回収し、標的部位（NR4A1 遺伝子座 3’UTR）に

「flox-Blastcidin カセット-IRES-TMGV」遺伝子断片が挿入されているか、genomic 

PCR 法にて確認した。 

「flox-Blastcidin カセット-IRES-TMGV」遺伝子断片が挿入されたクローンに

Cre-recombinase を一過性に遺伝子導入し（細胞を 5.0×10
5 

cell/6cm ディッシュで

播種し、翌日に pMXs-iCre-IRES-puromycin 3 μg をリポフェクション法で導入し

た）、遺伝子導入翌日に細胞培養液に puromycinを 10 μg/mLとなるように添加し、

三日間培養した。 
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図 5．HITI 法による CRISPR-knockin の概要(32-34) 

①インサート配列の両端に、挿入先であるゲノム上の CRISPR-Cas9 標的配

列と逆向きの配列を設定したドナーベクターを作成し、ゲノム上の標的配列

を認識する CRISPR-Cas9 ベクターと併せて細胞に導入する。②CRISPR-Cas9

システムによりゲノム上の標的部位とドナーベクター上のインサート配列の

両端に DSB が作成され、インサート配列が切り出される。③NHEJ を介した

knockin によりインサートが入らずに修復された場合や、インサートが逆向き

に挿入された場合は、CRISPR-Cas9 標的配列が再度作成されて、再切断され

る。④インサートが順向きに挿入されるか、修復部位に indel が形成されるま

で再切断が繰り返されるため、インサート配列を高効率に順向きに挿入する

ことができる。 

本研究での knockin ではこの HITI 法を用いてインサートを knockin してい

る。 

 



21 

 

1-3．樹立されたモノクローンの選別 

 上記の手順により樹立されたモノクローン群を以下の方法でさらに選別した。 

 クローンそれぞれを 24,000 cell/well で 96 穴プレートに播種した。96 well プレ

ートの 1 well につき GPR55 発現プラスミド（pMXs-GPR55）60 ng + TM3C 発現

プラスミド（pMXs-TM3C）10 ng + UAS-luciferase 30 ng のプラスミドカクテル

をリポフェクション法（FuGENE6：プロメガ社）によって遺伝子導入した。導

入して 24 時間後に GPR55 のリガンドである LPI（濃度：3 μM、300 nM、0 nM）

で細胞を 6 時間刺激した。刺激後、培養上清を捨て、luciferase 用の基質を添加

して発光シグナルを測定した。同様のアッセイを LPAR6 とそのリガンドである

LPA を用いても実施した。この二つのアッセイにおいて、最も鋭敏に反応する

クローン（N182）を選別した。 

 

2-1．CRISPR 用プラスミド（pX330-CTGF-3’UTR）および TM3C ドナープラス

ミド（TM3C donor plasmid ：DP-TM3C）の構築 

 CRISPR 用プラスミドとして、CRISPR の標的配列を CTGF 遺伝子座 3’UTR に

設計した pX330-CTGF-3’UTR を構築した（図 3）。 

 TM3C の N 末端側に IRES（internal ribosome entry site）配列を付加した遺伝子

断片（IRES-TM3C 断片）を作成し、その N 末端側に flox-Neomycin 耐性遺伝子
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カセット（loxP で Neomycin 耐性遺伝子カセットの両脇が挟まれている）を連結

した。この DNA 断片の N 末端側および C 末端側に上記の pX330-CTGF-3’UTR

が認識する配列をさらに付加し、pBlue Script プラスミドにクローニングした

（TM3C donor plasmid ：DP-TM3C）（図 6）。 

 

 

 

図 6．TM3C donor plasmid デザイン 

pBlue Script vector の MCS 領域に、knockin インサート配列の両端を CRISPR

認識配列で挟んだカセットをサブクローニングし、DP-TM3C を作成した。 
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2-2．上記 1-3．にて同定した N182 クローンのゲノム内の CTGF 遺伝子座 3’UTR

に IRES-TM3C 断片を knockin（図 5） 

上記 1-3．にて同定した N182 モノクローン細胞を 5.0×10
5
 cell/6cm ディッシ

ュで播種し、翌日に「pX330-CTGF-3’UTR 3 μg + DP-TM3C 0.03 μg」をリポフェ

クション法（FuGENE6：プロメガ社）で一過性に遺伝子導入した。導入翌日、

細胞培養液に G418 を 1 mg/mL となるように添加して約 2 週間培養した。この時

点で生存している細胞に Cre-recombinase を一過性に遺伝子導入し（細胞を 5.0

×10
5 

cell/6cm ディッシュで播種し、翌日に pMXs-iCre-IRES-puromycin 3 μg をリ

ポフェクション法で導入した）、遺伝子導入翌日に細胞培養液に puromycin を 10 

μg/mL となるように添加し、三日間培養した。Puromycin によるセレクション後

の細胞を限界希釈し、モノクローン化した。モノクローン化したそれぞれのク

ローンからゲノムを回収し、標的部位（CTGF 遺伝子座 3’UTR）に「IRES-TM3C」

遺伝子断片が挿入されているか、genomic PCR 法にて確認した。 
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2-3．樹立されたクローンの選別 

 樹立されたモノクローンそれぞれに対して、96 well プレートの 1 well につき

「GPR55 発現プラスミド（pMXs-GPR55）60 ng + UAS-luciferase 30 ng」のプラ

スミドカクテルをリポフェクション法（FuGENE6：プロメガ社）によって遺伝

子導入した。導入して 24 時間後に GPR55 のリガンドである LPI（濃度：3 μM、

300 nM、0 nM）で細胞を 6 時間刺激した。刺激後、培養上清を捨て、luciferase

用の基質を添加して発光シグナルを測定した。同様のアッセイを「LPAR6 とそ

のリガンドである LPA」および「ADORA2A とそのリガンドである NECA」を

用いて実施した。これらのアッセイにおいて、最も鋭敏に反応するクローン

（NCP41）を選別した。 

 

【ヒト GPCR ライブラリーの構築】 

 リガンドが既知であるヒトGPCR218種を哺乳動物細胞用発現ベクターの一つ

である pMXs にクローニングし、ヒト GPCR 発現プラスミドライブラリーを構

築した(35-37)。 
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【NCP41 細胞を利用した新規 GPCR アッセイプロトコール】 

NCP41 細胞を 24,000 cell/well で 96 well プレートに播種した。播種して 24 時

間以内に「GPCR 発現プラスミド（pMXs-GPCR）60 ng + UAS-luciferase 30 ng」

/well のプラスミドカクテルをリポフェクション法（FuGENE6：プロメガ社）で

遺伝子導入した。導入して 24 時間後の細胞をリガンドで刺激した。6 時間後、

培養上清を捨て、luciferase 用の基質を添加し、発光シグナルをプレートリーダ

ーで測定した。 

尚、トランスフェクションの効率は、蛍光タンパク質 EGFP を発現するプラ

スミドを本実験と並行してトランスフェクションすることでモニターし、その

効率は常時 30-50%程度であった。使用するプラスミドの量およびトランスフェ

クションの条件は、リガンド−受容体の用量反応曲線が最も明確になるように調

整した。 

 

【従来法による Gα12/13 シグナルの検出】 

HeLa 細胞もしくは HEK293T 細胞（CRL-3216）を 24,000 cell/well で 96 穴プレ

ートに播種した。播種して 24 時間以内に「pMXs-GPR55（もしくは pMXs-LPAR6）

60 ng + SRF-luciferase 30 ng」/well のプラスミドカクテルをリポフェクション法

で遺伝子導入した。導入して 24 時間後にリガンド（LPI もしくは LPA）で刺激
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し、6 時間後培養上清を捨てた。luciferase 用の基質を添加して発光シグナルを測

定した。 

 

【N182 クローン細胞と外因性プロテアーゼによる Gα12/13 シグナルの検出】 

GPR55、LPAR6 に対して N182 クローン細胞と外因性プロテアーゼを用いてア

ッセイを行った。N182 細胞（IRES-TMGV のみ knockin）を 24,000 cell/well で 96

穴プレートに播種した。播種後 24 時間以内に「pMXs-GPR55（もしくは

pMXs-LPAR6）60 ng + TM3C発現プラスミド（pMXs-TM3C）10 ng + UAS-luciferase 

30 ng」/well のプラスミドカクテルをリポフェクション法で遺伝子導入した。導

入から 24 時間後に細胞をリガンドで刺激し、さらに 6 時間後に細胞培養液の上

清を捨てた。luciferase の基質を添加して発光シグナルを測定した。 
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結果 

【細胞膜型転写因子と細胞膜型プロテアーゼを組み合わせた人工遺伝子回路の

設計とその実証実験】 

本研究では、Gα12/13 シグナルに対する簡便・高感度なアッセイ系の開発を目

指し、以下のような「Gα12/13 シグナルを増幅する人工遺伝子回路」を設計した。 

Gα12/13 シグナルの活性化によって発現量が有意に増加する遺伝子群から、そ

の Gα12/13 シグナルに対する反応性およびその遺伝子の内在性発現レベルを考

慮し、二つの遺伝子を選別する（ここでは仮に遺伝子 X および遺伝子 Y とする）。

これら二つの遺伝子の転写調節機構を利用して、①「遺伝子 X の転写調節機構」

によって「プロテアーゼ切断領域を有する細胞膜型人工転写因子（TMGV）」の

発現が直接制御され、②「遺伝子 Y の転写調節機構」によって「細胞膜型プロ

テアーゼ（TM3C）」の発現が直接制御されるような人工遺伝子回路を設計した

（図 7）。尚、上記の TMGV および TM3C は本研究用に新規に設計した人工遺伝

子である。 

 

  



28 

 

 

図 7．Gα12/13 シグナル増殖スキーム 

①リガンドによって Gα12/13 に共役する GPCR が刺激されると、下流にシグ

ナルが伝達される。②受容体刺激によって発現が増幅される遺伝子 X 及び Y の

転写調節機構と、膜結合型転写因子及びプロテアーゼの発現が連動するように

遺伝子回路を設計する。③膜結合型のままでは転写因子としては不活性である

が、プロテアーゼの働きによって膜から切り離されると遊離型となり核内でレ

ポーター遺伝子の転写を誘導する。 

 

この人工遺伝子回路では、Gα12/13 が活性化するとその下流で「遺伝子 X の

転写調節機構」が活性化され、「プロテアーゼ切断領域を有する細胞膜型人工転

写因子」が発現する。発現した人工転写因子は細胞膜に結合するのでこのまま

では不活性である。一方、これと並行して「遺伝子 Y の転写調節機構」も活性

化されるため、「細胞膜型プロテアーゼ」も発現する。発現したプロテアーゼは、
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人工転写因子に連結されているプロテアーゼ切断領域に作用して転写因子を細

胞膜から切り離し、切り離された転写因子（遊離型転写因子）は、核内へと移

行し活性型となる。このようにこの人工遺伝子回路においては、「プロテアーゼ

切断領域を有する細胞膜型人工転写因子」を基質、「細胞膜型プロテアーゼ」を

酵素、「遊離型転写因子」を生産物、とする酵素反応が Gα12/13 シグナル依存的

に開始される。これを酵素反応初期の単純化したモデルで考えれば、生産物の

量（遊離型転写因子の量）は、基質である「プロテアーゼ切断領域を有する細

胞膜型人工転写因子」の細胞内濃度と、酵素である「細胞膜型プロテアーゼ」

の細胞内濃度の積に比例する。また、遊離型転写因子の量は、レポーター遺伝

子の発現量を指標に定量的に検出することができる。すなわち、この人工遺伝

子回路により、Gα12/13 シグナルの活性化状態は「遺伝子 X の転写調節機構」

および「遺伝子 Y の転写調節機構」の活性化度合いの積へと変換され、最終産

物であるレポーター遺伝子の発現量を発光などによって定量すれば、相乗的に

増幅された出力を得ることができる。 
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 次に、上記の酵素反応を介在させたシグナル増幅モデルが実際に機能するか

を確かめるための検証実験を行った。細胞膜型人工転写因子を発現させるプラ

スミド（pMXs-TMGV）と細胞膜型プロテアーゼを発現させるプラスミド

（pMXs-TM3C）、さらにレポーターとして UAS-luciferase プラスミドをそれぞれ

HeLa 細胞に一過性に遺伝子導入した。二因子のプラスミド量（pMXs-TMGV お

よび pMXs-TM3C）を段階希釈によって変化させることで luciferase 活性がどの

ように変化するかを検証した。 

 それぞれのプラスミド量の増加に伴う luciferase 活性の増幅率を測定したとこ

ろ、例えば「細胞膜型転写因子 25 ng/well + 細胞膜型プロテアーゼ 0.075 ng/well」

での活性と、「細胞膜型転写因子 75 ng/well + 細胞膜型プロテアーゼ 0.75 ng/well」

での活性を比較すると、後者の luciferase 活性は前者の luciferase 活性に比して

26.4 倍に増加していた（図 8）。図に示すように、二因子のプラスミドが共に増

えたときの増加率は、因子毎の増加率の積とほぼ等しくなったことから、上記

のシグナル増幅モデルが実証されたと考えられる。 
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図 8．膜結合型転写因子とプロテアーゼの相乗効果実証実験 

膜結合型転写因子とプロテアーゼは 96 穴プレート上で HeLa 細胞に外因性

に一過性に発現させた。膜結合型転写因子は 75 ng/well から 1/3 ずつ濃度を下

げて添加し、プロテアーゼは 75 ng/well から 1/10 ずつ濃度を下げて添加した。

転写因子とプロテアーゼそれぞれのプラスミド量の増加によるルシフェラー

ゼ活性の増加率を見た。 

図のように、2 因子が共に増加した時のルシフェラーゼ活性の増加率は、転

写因子とプロテアーゼそれぞれの増加率の積からなっている。 
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【Gα12/13 シグナルによって発現が誘導される遺伝子群の網羅的同定】 

 全ヒト遺伝子を対象とした RNA seq 解析によって Gα12/13 シグナルによって

発現が誘導される遺伝子群を同定した(38,39)。 

 GPR55 および LPAR6 は Gα12/13 と特異的に共役する GPCR としてよく知られ

ている。そこで HeLa 細胞に GPR55 または LPAR6 を遺伝子導入により一過性に

過剰発現させ、導入後 24 時間してから GPR55 発現細胞には LPI（10 μM）、LPAR6

発現細胞には LPA（10 μM）を添加して 1 時間刺激した。これらの細胞から mRNA

を回収し、RNA seq によって全ヒト遺伝子の発現量を解析した（図 9）。 

 本解析により、GPR55-Gα12/13 シグナルおよび LPAR6-Gα12/13 シグナルの活

性化によって有意に発現が増加した遺伝子群を網羅的に同定した（表 1）。それ

らの遺伝子のうち、①リガンド刺激前後で発現量が 5 倍以上増加、かつ②刺激

前の遺伝子発現量が FPKM（fragments per kilobase of exon per million reads mapped）

で 10 以上、である遺伝子は NR4A1 と CTGF（connective tissue growth factor）で

あった。尚、本研究内容とは直接関連しないが、NR4A1 は細胞内転写因子、CTGF

は分泌タンパク質をそれぞれコードする遺伝子である。それぞれの遺伝子につ

いては引用文献中の以下の論文を参照されたい(40,41)。 
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図 9．RNA seq 実験スキーム 

HeLa 細胞を 6 cm ディッシュに播種し、次の日に GPR55 もしくは LPAR6

をリポフェクション法にて外因性に導入した。遺伝子導入 24 時間後にそれぞ

れのリガンドで 1 時間刺激し、mRNA を回収して解析をした。 

 

 

表 1．RNA seq 遺伝子リスト 

 

FPKM（fragments per kilobase of exon per million reads mapped）は遺伝子の発

現量を示している。GPR55 もしくは LPAR6 を一過性に発現させた細胞におけ

るリガンド刺激前後の遺伝子発現量と、その増加率をまとめた。リガンド刺

激前の発現量が FPKM10 以上かつ、GPR55 と LPAR6 の両方で増加率が 5 倍以

上の遺伝子は CTGF と NR4A1 の二つであった。 
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【ゲノムに人工遺伝子回路が組み込まれた HeLa 細胞の作成】 

 上記で設計した人工遺伝子回路をゲノムに組み込むため、CRISPR-Cas9 シス

テムを用いて、HeLa 細胞のゲノム上にある NR4A1 遺伝子座 3’UTR に

IRES-TMGV（細胞膜型転写因子）断片を（1st）、CTGF 遺伝子座 3’UTR に

IRES-TM3C（細胞膜型プロテアーゼ）断片を（2nd）順次 knockin した（図 10）。 

 

 

図 10．Double knockin 細胞の概要 

HeLa 細胞のゲノム上に存在する NR4A1 遺伝子の exon8 の 3’UTR に、

IRES-TMGV カセットを挿入（1st knockin）し、その後さらにゲノム上の CTGF

遺伝子の exon5 の 3’UTR に IRES-TM3C カセットを挿入（2nd knockin）する。 
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1．Single knockin HeLa 細胞の作成（1st knockin）（図 11） 

 HeLa 細胞のゲノム上に存在する NR4A1 遺伝子の exon8 の 3’UTR を knockin

標的部位とした（図 12）。PAM 配列の上流 20 塩基を sgRNA に設定することで、

Cas9 タンパク質によって PAM 配列の上流 3 塩基目の標的部位を切断する

CRISPR 用プラスミド（図 3）を作成した。 
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図 11．1st knockin 概要 

①Blastcidin 耐性遺伝子を loxP で挟み、その 3’側に IRES-TMGV 断片を連結

させたカセットを、HeLa 細胞における NR4A1 遺伝子の Exon8 の 3’UTR に

knockin した。②knockin 細胞を限界希釈法でモノクローン化した。③各クロ

ーンのインサートの 5’側と 3’側の二か所をターゲットとする PCR を施行し、

knockin 成功クローン群を選別した。④これらのクローン群に対して Cre-recom 

bination によって Blastcidin 耐性遺伝子を除いた。⑤GPR55 とそのリガンドで

ある LPI を用いて Gα12/13 シグナルに対する各クローンの反応性を検定し、

反応の良いクローンを選別した。⑥得られた N182 細胞に IRES-TMGV のみが

knockin されている（Blastcidin 耐性遺伝子が除去されているか）を PCR 法で

確認した。 
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図 12．1st knockin 標的配列 

NR4A1 遺伝子の Exon8 の Stop コドンより下流を CRISPR 標的部位に設定し

た。PAM配列（プロトスペーサー隣接配列）であるTGGの上流20塩基を sgRNA

にすると、PAM 配列から 3 塩基上流で DNA 二重鎖が切断される。 
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 Blastcidin 耐性遺伝子を loxP 配列で挟んだ遺伝子カセットの 3’末端に

IRES-TMGV 配列を結合させた遺伝子断片を有するドナープラスミド

（DP-TMGV：図 4）と CRISPR 用プラスミドを同時に一過性に HeLa 細胞に遺

伝子導入し、Blastcidin 存在下で二週間セレクションした。抗生剤存在下で増殖

した細胞を限界希釈法にてモノクローン化して各クローンからゲノムを回収し

た。ゲノム上の knockin 部位の両端（5’側、3’側）に PCR プライマーを設計（図

11）し、genomic PCR 法で knockin の成否を判定した結果、33 個の陽性クローン

が選別された（図 13）。その後 Cre-recombination により Blastcidin 耐性遺伝子を

除き、IRES-TMGV 配列のみをゲノム上に残した。 
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図 13．Pre Cre NR4A1 knockin clone の選別(PCR 結果) 

モノクローン化して得られた 192 個のクローンそれぞれについて、5’側と 3’

側の PCR 産物を電気泳動で確認した。両方に想定されるバンドが出ているク

ローンを 33 個選別した。 
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次に、GPR55 とそのリガンドである LPI（3 M）を用いて、選別された 25 ク

ローンそれぞれの Gα12/13 シグナルに対する反応性を検定した。その結果、

Signal/Background 比（S/B 比）が 10 倍以上だったクローンが一つだけ同定され

た（N182）（図 14）。本クローンにおいては LPAR6 の LPA (3 M)に対する反応

性も S/B 比が 10 倍以上と良好であった。N182 クローンのゲノム改変部位を確

かめるために、knockin 部位の 5’側の PCR プライマーで PCR をかけた（図 15）。

PCR 産物の電気泳動結果およびシークエンス結果から計画通り IRES-TMGV 断

片がNR4A1遺伝子座 3’UTRに knockinされていることを確認した。そこでN182

クローンを 2nd knockin に用いた。 
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図 14．Post Cre NR4A1 knockin clone の選別(Gα12/13 アッセイ) 

PCR によって選別された 33 クローンから Gα12/13 シグナルに対する反応性

の良いクローンを選ぶために、培養可能であった 25 クローンについて GPR55

とそのリガンドである LPI によるアッセイを行った。その結果、No.182 クロ

ーンが最も高い S/B 比を示した。この N182 クローンを 2nd knockin に用いた。 

各アッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に示

した。 

 

 

図 15．Post Cre NR4A1 knockin clone の選別(PCR 結果) 

N182 細胞についてインサートの 5’側（P1-P3）の PCR 産物を電気泳動で確

認した。これによりインサートが正しく挿入されていることが分かった。 
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2．Double knockin HeLa 細胞の作成（2nd knockin）（図 16） 

 IRES-TMGV 断片が knockin された N182 細胞における CTGF 遺伝子座（exon5

の 3’UTR 領域）を次の knockin 標的部位とした。ストップコドン下流の 3’UTR

領域から PAM 配列を選んだが、PAM 配列が antisense 鎖にあるため、CRISPR に

よって切断される標的部位は PAM 配列から 3 塩基下流の配列である（図 17）。 

 

図 16．2nd knockin 概要 

①Neomycin 耐性遺伝子を loxP 配列で挟み、IRES-TM3C（プロテアーゼ）発

現遺伝子断片と連結させたカセットを、N182 細胞における CTGF 遺伝子の

Exon5 の 3’UTR に knockin した。②Cre-recombination によって Neomycin 耐性

遺伝子を除き、IRES-TM3C カセットのみが挿入された状態にした後、限界希

釈法でモノクローン化した。③インサートが正しく挿入されているかを 5’側

の PCR（P1-P2）によって確認した。 
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図 17．2nd knockin 標的配列 

CTGF 遺伝子の Exon5 の 3’UTR を CRISPR の標的配列に設定した。PAM 配

列は通常の TGG の反対鎖かつ逆向きの、CCT に設定した。そのため、sgRNA

は CCT 下流の 20 塩基となり、sgRNA の 5’側から 3 塩基の部位に DSB が起き

る。 
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 Neomycin 耐性遺伝子を loxP で挟んだ遺伝子カセットの 3’側に IRES-TM3C 配

列を結合させた遺伝子断片を有するドナープラスミド（DP-TM3C：図 6）と

CRISPR 用プラスミドを同時に一過性に N182 細胞に導入した。導入後 G418 存

在下で二週間セレクションした。その後 Cre-recombination によって薬剤耐性遺

伝子を除去した。Cre-recombination 後の細胞を限界希釈法でモノクローン化し、

得られた各クローンからゲノムを回収した。次に knockin 部位の 5’側プライマー

を用いた genomic PCR 法にて、IRES-TM3C 配列が正しい位置に knockin されて

いるかを確認した。その結果、38 個のクローンが knockin 成功群として検出さ

れた（図 18）。 

 これら 38 クローンそれぞれに対して、GPR55 または LPAR6 の発現プラスミ

ドと UAS-luciferase プラスミドを外因性に一過性に発現させた。24 時間後にそ

れぞれのリガンドである LPI (3 M)、LPA (3 M)で 6 時間刺激して S/B 比を測定

した結果、GPR55 および LPAR6 の両方で S/B 比 20 以上のクローンが 11 個検出

された（図 19）。 
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図 18．Post Cre double knockin clone の選別(PCR 結果) 

インサートが正しく挿入されているか確認するために、120 個のクローンの

5’側の PCR 産物（P1-P2）を電気泳動で確認した。Positive control（PC）とし

てモノクローン化していない Double knockin 細胞（バルク）を用いた。その結

果、38 個のクローンが選別された。 
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図 19．Post Cre double knockin clone の選別（Gα12/13 アッセイ） 

PCR によって選別した 38 クローンの Gα12/13 シグナルに対する反応性を検

定した。両方のアッセイ結果で S/B 比が 20 以上のクローンが 11 個選別され

た。各アッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に

示した。 
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 選別された 11 クローンの一部を使用して、Gα12/13 以外の Gα に共役する

GPCR に対する反応性について検証したところ、Gαs と共役する GPCR に対する

反応性がクローンごとにかなり異なることが判明した。そこで、選別された 11

クローン全てにおいて、ADORA2A（Gαs と特異的に共役する GPCR として知ら

れている）の NECA (1 M)に対する反応性を測定した。その結果、最も S/B 比

が高いクローン（NCP41）を同定した（図 20）。 

 
図 20．Post Cre double knockin clone の選別（Gαs アッセイ） 

Gα12/13 シグナルに対する反応性を指標に選別した 11 個のクローンに対し

て、Gαsと共役するGPCRであるADORA2A を用いてアッセイを行った結果、

最も S/B 比の高かった No.41 のクローンが選別された。各アッセイはトリプ

リケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に示した。 
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【二つの因子を knockin する有用性】 

 TMGV と TM3C の両方を knockin することが本アッセイ系の感度・反応性（S/B

比）を本当に高めているのかを検証するために、single knockin 細胞と double 

knockin 細胞で Gα12/13 シグナルに対する反応性の違いを比較した。NR4A1 の

3’UTR に TMGV を knockin したのみの single knockin 細胞（N182）には「GPCR

発現プラスミド + TM3C 発現プラスミド + UAS-luciferase」を外因性に遺伝子導

入してアッセイを行い、double knockin 細胞（クローンセレクション前のバルク

状態の細胞）には「GPCR 発現プラスミド + UAS-luciferase」を外因性に導入し

てアッセイを行った。それぞれの細胞について、GPR55 と LPAR6 の二つの受容

体を用いて測定した。各アッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代表的

なデータを以下の図で示した。 

 結果は、GPR55 と LPAR6 両方の受容体において double knockin 細胞の方が有

意に強く Gα12/13 シグナルに反応することが明らかとなった（図 21）。これによ

り、TMGV と TM3C の両方を knockin することで（すなわち、TMGV と TM3C

の両方の因子に Gα12/13 シグナル依存的な発現誘導がかかることで）アッセイ

感度が高まることが実証された。 
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図 21．Single knockin と Double knockin の比較 

Single knockin 細胞と double knockin 細胞において、GPR55 もしくは LPAR6

を一過性に発現させ、それぞれのリガンドで刺激して活性を比較した。 

二種類の細胞間における最大 S/B 比の差について、分散分析を行った結果

GPR55 では p=0.0017(<0.05)、 LPAR6 では p=0.0007(<0.05)となり、両方の受容

体で double knockin 細胞の方が有意に高い活性を示した。各アッセイはトリプリ

ケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に示した。 
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【新規アッセイ法と従来アッセイ法の比較】 

1．Gα12/13 と特異的に共役する GPCR を用いて「NCP41 細胞を使用した本新規

アッセイ法」と「従来のアッセイ法」を比較 

 今回樹立した NCP41 細胞を使用した新規アッセイ法の有用性を確かめるため

に、Gα12/13 シグナルの検出について従来のアッセイ法と比較した。新規法では

NCP41 細胞を用いて GPR55 と LPAR6 それぞれについて UAS-luciferase によって

Gα12/13 シグナルを検出し、従来法では ATCC（American Type Culture Collection）

から購入した HeLa 細胞もしくは HEK293T 細胞を用いて GPR55 と LPAR6 それ

ぞれについて SRF-luciferase で Gα12/13 シグナルを検出した。 

 その結果、従来アッセイ法では上記二つの GPCR のリガンド刺激に対する反

応をほとんど検出できなかったのに対して、本新規アッセイ法では二つの GPCR

で共に 40 倍以上の S/B 比が得られた（図 22）。当初の目的通り、NCP41 細胞を

使用した本新規アッセイ法は Gα12/13 シグナルを検出する優れたシステムだと

言える。 
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図 22．新規アッセイ法と従来法の比較（GPR55、LPAR6） 

Gα12/13 と共役する受容体である GPR55 と LPAR6 について、新規アッセイ

法と従来法でシグナル活性を比較した。各アッセイはトリプリケートで二回

以上実施し、代表的なデータを図に示した。 

 GPR55 では S/B 比 70、LPAR6 では S/B 比 45 とどちらの受容体でも高い活

性が得られた。 

 

2．Gαs、Gαi/o、Gαq/11 と共役する GPCR を用いて「NCP41 細胞を使用した本

新規アッセイ法」と「従来のアッセイ法」を比較 

 Gα12/13 以外の G タンパク質と共役する受容体、すなわち Gαs と共役する

ADORA2A、Gαi/o と共役する OPRM1、Gαq/11 と共役する HRH1、の 3 つの GPCR

について新規アッセイ系が適用できるかを検証した。それぞれのアッセイ実験

はトリプリケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に示した（図 23-25）。 
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 結果、全ての受容体のシグナルを検出することができた。またこれらの結果

は、以前の研究により報告されているこれら受容体の容量反応曲線とよく一致

した(42-44)。つまり、Gα12/13 下流シグナルで発現誘導される NR4A1 と CTGF

が他の Gα サブファミリーの下流でも活性化される可能性が示され、本アッセイ

系が当初予定していた Gα12/13 シグナルだけでなく、Gαs、Gαi/o、Gαq/11 シグ

ナルも検出できる網羅性と汎用性を有すると考えられた。 

 

 

図 23．ADORA2A（Gαs）新規アッセイ結果 

今回確立した新規アッセイ法でシグナル活性を luciferase 発光によって測定

した。NCP41 細胞に ADORA2A を一過性に発現させ、NECA で刺激した。ア

ッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代表的なデータを示した。 

 

 

 



54 

 

 

図 24．OPRM1（Gαi/o）新規アッセイ結果 

NCP41 細胞において新規アッセイ法を用いてシグナルの活性を測定した。

Gαi/o と特異的に共役する GPCR である OPRM1 を一過性に発現させ、リガン

ドである[L]-Enkephalin で刺激した。アッセイはトリプリケートで二回以上実

施し、代表的なデータを示した。 

 

 
図 25．HRH1（Gαq/11）新規アッセイ結果 

 NCP41 細胞を用いた新規アッセイ法によって、HRH1 のシグナル活性を

見た。Gαq/11 と特異的に共役する HRH1 を一過性に発現させ、リガンドであ

る Histamine で刺激をした。アッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代

表的なデータを示した。 
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【リガンド既知全ヒト GPCR に対する本新規アッセイ系での分析結果】 

 NCP41 細胞による新規アッセイ系を用いて、リガンド既知のヒト GPCR の全

て（218 種）に対してアッセイを行った。全てのアッセイ実験はトリプリケート

で二回以上実施し、本論文では代表的なデータを提示した。アッセイによって、

リガンド既知受容体 218 種の内、197 種の受容体で良好な容量反応曲線が得られ

た（図 26）。これはリガンド既知全ヒト GPCR の 90％をカバーしている結果で

あった。 

一部の受容体にて、高濃度のリガンド刺激にてむしろシグナルが低下するこ

とが認められた。この現象の理由として、１）高濃度リガンドの非特異的な毒

性、２）強い刺激が入ったことによって惹起される受容体のダウンレギュレー

ション、３）受容体下流シグナルの過度な活性化に対する細胞内ネガティブフ

ィードバック機構の発動、などが考えられる。 
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図 26．リガンド既知全 GPCR アッセイ結果 

新規アッセイ法を用いてリガンド既知のヒト GPCR（218 種）についてそれ

ぞれのリガンドで刺激し、シグナルの強度を luciferase 発光で確認した。各ア

ッセイはトリプリケートで二回以上実施し、代表的なデータを図に示した。 

その結果、全体の 90％をカバーする 197 種の GPCR で良好な容量反応曲線

が得られた。 
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考察 

【今回確立した新規 GPCR リガンドアッセイ系の特徴】 

 本研究にて開発したアッセイ系は、①Gα12/13 シグナルの検出が格段に簡便か

つ高感度である点、②Gα12/13 以外の G タンパク質（Gαs、Gαi/o、Gαq/11）シグ

ナルも同一のアッセイ系で検出できる点、が従来系よりも優れている。以下で、

この 2 点について考察する。 

 

1．本アッセイ系は、Gα12/13 シグナル検出において従来法と比べて格段に簡便

かつ高感度である 

 本研究では、Gα12/13 シグナルによって発現誘導を受ける二つの遺伝子

（NR4A1、CTGF）の転写調節機構と、「基質（細胞膜型人工転写因子）」と「酵

素（細胞膜型プロテアーゼ）」の発現を連動させることで、Gα12/13 シグナルに

依存して細胞内で酵素反応が起こる人工遺伝子回路を構築した。酵素反応を介

在させることにより、Gα12/13 シグナルの活性化状態は、NR4A1 と CTGF とい

う二つの遺伝子の転写調節機構の活性化度合いの積へと変換され、結果的に相

乗的に増幅された出力を得る。以上より、この人工遺伝子回路を組み込んだレ

ポーター細胞を利用する本アッセイ系は、非常に高感度な系となる。 
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 本研究で設計した人工遺伝子回路によるシグナル増幅コンセプトは、Gα12/13

シグナルの増幅のみならず、その他の細胞内シグナルを増幅する目的において

も応用できる汎用性を有していると考えられる。 

 

2．本アッセイ系は、オーファン GPCR を標的とした化合物スクリーニングにも

適用できる 

 Gα12/13 以外の Gα サブファミリーと共役する GPCR（ADORA2A、OPRM1、

HRH1）について本アッセイ系でシグナルの検出を試みたところ、従来法による

結果に比べても遜色のない容量反応曲線が得られた（図 23-25）。図 2 に示した

ように、Gα12/13 以外の Gα サブファミリーにはそれぞれに適したレポーターア

ッセイ系が既に知られているが、これらのアッセイ系を用いても活性を検出す

ることが難しい GPCR も多数存在する。例えば、Gαs と共役する ADORA2A の

活性は、CRE-レポーターアッセイでは検出できない。本アッセイ系によって、

リガンド既知受容体 218 種の内、197 種の受容体（活性検出率 90％）で良好な

容量反応曲線が得られたという実験結果（図 26）は、従来のアッセイ系を用い

てその活性を検出することが難しかった GPCR の大部分に対して本アッセイ系

が有効であることを示唆している。 
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オーファン GPCR を標的とする化合物スクリーニングを実施する際には、標

的となるオーファン GPCR を刺激できるリガンドがそもそも存在しないため、

共役する Gα の種類をあらかじめ予測することは困難であり、最悪のケースでは

異なるアッセイ法を順次試す必要がある。本アッセイ系を用いれば、Gα の種類

に関わらず同一アッセイフォーマットでシグナルを検出することができるため、

標的GPCRがどのGαタンパク質と共役するのかをあらかじめ知っておく必要が

ない。よって、リガンド既知の GPCR だけでなく、リガンドが不明なオーファ

ン GPCR に対しても本アッセイ系は従来法に比べて格段の優位性を有する。 
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【今後の計画と展望】 

 Gα12/13 と共役する GPCR やオーファン GPCR を対象とする化合物スクリー

ニングは、良いアッセイ系が開発されていなかったことや Gα の種類でアッセイ

法が変わってしまうことなどの理由で未だ開拓の余地の多い分野となっている。

今回の新規アッセイ法の開発によって、この未開拓分野における化合物スクリ

ーニングを効率化・加速化ができるかについて引き続き検討していく。 

 今後は本アッセイ系を用いて、オーファン GPCR を標的とした化合物スクリ

ーニングを中心に行う予定である。またリガンド既知の GPCR については、特

に従来法では活性を検出することが非常に困難であった受容体を対象に、新た

な化合物スクリーニングを展開したいと考えている。 

 また、限界点としてこの結果が循環器系においても利用できるのかについて、

今後検討していく予定である。 
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