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略語、略記号一覧 
7TM Seven transmembrane protein 

ACh Acetylcholine 

ADAM A disintegrin and metalloproteinase 

AREG Amphiregulin (a member of the EGF family) 

Complete 

DMEM 

DMEM supplemented with 10% FCS, penicillin, streptomycin and 

glutamine 

CRE cAMP-response element 

D2R Dopamine D2 receptor (encoded by the DRD2 gene) 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF Epidermal growth factor 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

ER Endoplasmic Reticulum 

FCS Fetal calf serum 

EGFP Enhanced green fluorescent protein 

FRET Förster resonance energy transfer 

or Fluorescence resonance energy transfer 

Gα Galpha subunit of heterotrimeric G protein 

Gβγ Gbeta and Ggamma subunit of heterotrimeric G protein 

G protein GTPase 

GLIDA GPCR-Ligand Database (Database) 

GPCR G protein-coupled receptor 

GRAC Guide to Receptors and Channels (Database) 

FLAG FLAG® epitope tag (sequence: DYKDDDDK) 

H1R Histamine H1 receptor (encoded by the HRH1 gene) 

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

ICL Intracellular loop of GPCRs 

IRES Internal ribosome entry site 

IUPHAR International Union of Basic and Clinical Pharmacology (Database) 

LFA LipofectAMINE® 

LPA Lysophosphatidic acid 
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LysoPS Lysosphosphatidylserine 

MCS Multi-cloning site 

NCBI National Center for Biotechnology Information (Database) 

NE Norepinephrine 

OD Optical density 

ORF Open reading frame 

P2Y5 Purinergic receptor type 5 (its ligand is lysophosphatidic acid) 

also known as LPA6  

PA-PLA1α Phosphatidic acid-preferring phospholipase A1-alpha (encoded by the 

LIPH gene) 

PBS Dulbecco’s phosphate buffered saline 

PLC Phospholipase C 

PKC Protein kinase C 

p-NP Para-nitrophenol 

p-NPP Para-nitrophenylphosphate 

PSG Penicillin, streptomycin and L-glutamine 

PTX Pertussis toxin 

RAi Intrinsic relative activity 

RGS Regulator of G protein signaling 

ROCK Rho-associated kinase 

(also known as Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase) 

S1P Sphingosine-1-phosphate 

S/B Signal-to-background ratio 

SRE Serum-response element 

TACE Tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme 

(also known as ADAM17) 

T/E Trypsin/EDTA (for cell detachment) 

TGFα Transforming growth factor-alpha 

TM Transmembrane domain 

TNFα Tumor necrosis factor-alpha 

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(also known as phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)) 

WB Western blot 

β2 AR Beta-2 adrenergic receptor (encoded by the ADRB2 gene) 



 

 4 

第一章	
 序論 
 

細胞が生存し、その機能を維持するには、外界の情報を適切に受け取り、細胞内に伝える必要が

ある。細胞外の情報は多様であり、例えば、サイズ（プロトン、タンパク質）や物性（水溶性、脂溶性）だ

けでも大きく異なる。これら多くの細胞外の情報伝達分子・イオンは脂質二重膜からなる細胞膜を通過でき

ないため、細胞は膜上の受容体を配置させることでその存在量を感知する。これら膜型受容体の主要なグル

ープとして Gタンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor, GPCR）、イオンチャネル型受容体、チ

ロシンキナーゼ型受容体が存在する。この中で GPCRは最も多くのメンバーが存在し、多様な分子群を認識

でき、生体内のほとんどの生理現象に関与する。GPCRは創薬の標的としても重要であり、これまでに開発

されてきた医薬品の約 30%が GPCRに作用することが知られる。 

GPCRの役割は、細胞外の結合分子（Ligand, リガンド）の濃度変化を細胞内のシグナル伝達タ

ンパク質の構造変化へと情報を変換することである。古典的な Ternary complex model（三者複合モデル）

と呼ばれる機構では、GPCRの細胞内外側にそれぞれ Gタンパク質とリガンドが結合する。この Gタンパ

ク質とリガンドの結合はアロステリック効果によりお互いの親和性を増大させるとともに、活性化型の Gタ

ンパク質へと構造変化を誘導する。 

GPCRは 7個の膜貫通 αヘリックスを有するという構造的特徴から、7回膜貫通型受容体（Seven 

transmembrane receptor, 7TM receptor）とも呼ばれる。ヒトゲノムの解読の結果、7TMの特徴を持つ遺

伝子は約 900種類存在することが判明している（Fig. 1-1）。GPCRはその配列と機能から、6種類のファミ

リー（Class A, B, C, D E, F）1もしくは 5種類のファミリー（Glutamate, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled and 

Secretin; GRAFS classification system）2に分類される（Class Aが Rhodopsinファミリーと同一である）。

このうち、Class A（Rhodopsin）ファミリーが古典的な GPCRであり、短い細胞外 N末端配列を有し、種々

の分子群を認識する。データベース(International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) 

Database (http://www.iuphar-db.org/); GPCR-Ligand Database (GLIDA) 

(http://pharminfo.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/glida/index.php)によると、277種類の GPCRがロドプシン

型ファミリーに属する。ロドプシン型ファミリーは、さらに α, β, γ, δの 4種類に分類されることもある。 

多くの場合、リガンドは膜貫通 αヘリックスで形成される受容体の内側のリガンドポケットで認

識される（詳細は、結晶構造を基盤とした最近の総説 3,4を参照）。リガンドポケットの大きさや構成するア

ミノ酸残基が GPCRごとに多様であることが、様々なリガンドを特異的に認識できる構造的な基盤となって

いる。 

 GPCRがシグナルを伝達する Gタンパク質は三量体 Gタンパク質（Heterotrimeric G protein）

である。三量体 Gタンパク質は Gα, Gβ, Gγの 3つのサブユニットから構成され、Gαサブユニットが GTPase

活性を有する（Fig. 1-2, 1-3）。Gαサブユニットは GDP結合型の非活性型と GTP結合型の活性型をとり、

シグナル伝達のオンオフを担う。一方、Gβサブユニットと Gγサブユニットは非乖離型の複合体（Gβγサブ

ユニット）を形成し、Gαサブユニットと結合した状態では非活性型、乖離した状態で活性化型となる。リガ
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ンド結合により活性化型へと構造変化した GPCRは三量体 Gタンパク質の構造変化を誘導し、Gαサブユニ

ットの GDP遊離と GTP結合を促進する。GTP結合型 Gαサブユニットは Gβγサブユニットから乖離し、

それぞれが独自にエフェクター分子を介してシグナル伝達を担う。GTPを結合した活性化 Gαサブユニット

は自身の持つ GTPase活性により GDPへと分解し、Gβγサブユニットと三量体を形成する。 

 三量体 Gタンパク質は下流シグナルの特異性から、4種類のサブファミリー（Gs, Gi, Gq/11, G12/13）

に分類される（Fig. 1-4）。例えば、Gsは Adenylate cyclaseの活性化を介した cAMP産生、Giは Adenylate 

cyclaseの阻害による cAMP産生抑制、Gq/11は Phospholipase C-βを介したイノシトール 3リン酸（IP3）産

生とその下流の細胞内 Ca2+流入、G12/13は Rhoグアニンヌクレオチド交換因子（Rho-GEF）を介したアクチ

ンストレスファイバー形成、にそれぞれ関与している。上記のサブファミリーは、含まれる Gαサブユニッ

トの違いで説明される。すなわち、Gs, Gi, Gq/11, G12/13の三量体 Gタンパク質には、それぞれ Gαs, Gαi, Gαq/11, 

Gα12/13に分類される Gαサブユニットが含まれる。Gαサブファミリーに含まれるメンバー（遺伝子）の数は、

Gαs, Gαi, Gαq/11, Gα12/13 がそれぞれ 2, 8, 4, 2種類である（Fig. 1-5, 1-6）。なお、スプライシングバリアント

が存在する Gαサブユニットも存在する（例えばヒト Gαsは 7種類のスプライシングバリアントが知られて

いる）。Gαサブユニットは GPCRと直接結合し、エフェクタータンパク質の活性化を誘導することから、三

量体 Gタンパク質の中で最も重要なサブユニットであると言える。 

GPCRの活性化を評価する古典的手法の一つは、摘出臓器の反応を薬理的に評価することである。

この場合、臓器に内在性に発現する GPCRが対象となる。例えば、小腸のムスカリン性アセチルコリン受容

体を介した収縮反応、アドレナリン α受容体を介した血管平滑筋収縮反応とアドレナリン β受容体を介した

心機能亢進作用、成長ホルモン分泌促進因子受容体（GHSR）を介した下垂体からの増殖ホルモン（GS）の

分泌がその例である。このような反応を薬理的に評価する場合、目的の GPCR以外に作用する可能性（下流

のシグナル経路、異なるシグナル経路）を考慮する必要がある。 

遺伝子クローニング技術の発展以降、クローニングした GPCRを強制発現させた培養細胞を用い

て GPCRの活性化を評価することが一般的である。通常、GPCRの活性化（リガンドのアゴニスト活性）は、

GPCRの活性化で引き起こされる三量体 Gタンパク質依存的な現象（下流タンパク質の活性化や細胞内シグ

ナルイベント）を検出することで評価される。このとき、引き起こされるシグナルは三量体 Gタンパク質に

よって異なるため、検出系を使い分ける必要がある。 

GPCRの活性化により三量体 Gタンパク質を介して引き起こされるイベントとして、Gαサブユ

ニットへの標識 GTPアナログ（[35S]GTPγS、ユーロピウムイオン（Eu3+）結合 GTPγS）の取込み、cAMP

増減、イノシトール 3リン酸（IP3）増加、細胞内カルシウムイオン（Ca2+）流入、低分子 Gタンパク質（Rho, 

Rac）の GTP結合型の検出、転写因子活性化によるレポーター遺伝子発現、アクチンストレスファイバー形

成等が存在する（Fig. 1-4）。GPCRへのリガンドの結合は、標識リガンド（放射性同位体、ビオチン標識等）

を用いて測定することも可能である。最近、異なる原理に基づいた手法も開発されている。例えば、βアレ

スチンと GPCRの会合や細胞接着面のインピーダンス変化がその例である。これら検出系の利点と欠点を

Table 1-1にまとめた。 

既存の GPCR活性化検出法は問題点が多数存在する。例えば、1つのアッセイ系で検出できる
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GPCRの割合が低い（最大でも半数程度）こと、G12/13シグナルを高精度・高感度に測定する手法が確立さ

れていないこと（アクチンストレスファイバー形成等でも活性化は評価できるが、定量性が乏しい）、一般に

高価な検出機器（発光、蛍光等）やランニングコスト（シグナル検出試薬等）が必要であることである。ま

た、一部のアッセイ系では GPCR遺伝子の改変（蛍光タンパク質等との融合など）や安定細胞株を作製する

必要がある。さらに、ほとんどのオーファン GPCRにおいて共役する三量体 Gタンパク質は明らかになっ

ておらず、どのアッセイ系を適用すればよいか判断がつかない。多数のオーファン GPCRからリガンドを同

定することを試みる場合、望ましいアッセイ系の性質として、（1）一過性発現に対応（多数の GPCR安定発

現細胞株を維持するのは煩雑）、（2）多数のシグナルを検出できる（一般にオーファン GPCRはどの三量体

Gタンパク質と共役するか不明）、（3）スループット性が高い、（4）同一のアッセイフォーマットで検出可能

であることが挙げられる。また、測定精度が高いことやランニングコストが安いことがあれば、より望まし

い。 

上皮成長因子受容体（Epidermal growth factor receptor, EGFR）は 1型膜タンパク質（N末端

側が細胞外の配向）のチロシンキナーゼ型受容体である。EGFRは細胞外領域へのリガンドの結合により二

量体を形成し（細胞外領域と膜貫通領域の両者が二量体化を促進すること、二量体化により細胞内キナーゼ

ドメイン形成が誘導されることが知られる）、細胞内のチロシンキナーゼドメインを介して C末端 Tailの複

数のチロシン残基がリン酸化を受ける。このリン酸化 EGFRはアダプタータンパク質を介してシグナル伝達

を引き起こす。EGFRのリガンドには、EGFの他に Transforming growth factor-α（TGFα）、Heparin-binding 

EGF-like growth factor（HB-EGF）、Amphiregulin（AREG）が知られ、いずれも EGFファミリーに属す

る。いずれの EGFRリガンドも単量体であり、受容体と 1:1のモル比で結合する（Fig. 1-9参照）。 

 EGFRと GPCRは構造的に全く異なる膜型受容体であるが、互いにシグナルを制御し合うことが

知られる。特に、GPCRにより EGFRが活性化される現象を EGFRトランス活性化（Transactivation）と

呼ぶ 5。EGFR transactivationのメカニズムとして、EGFRリガンドのエクトドメイン切断を介する経路が

存在することが示されている 6。この EGFR transactivationは培養細胞で最初に見出されたシグナル経路で

ある。個体レベルにおける EGFR transactivationについては、外来的に GPCRアゴニストを過剰量投与し

た際の現象は複数報告があるが、内在的に産生される GPCRリガンドによる役割はほとんど明らかになって

いない（Table 1-2）。後者の数少ない例として、アンジオテンシン II受容体が EGFR transactivationを介

して腎不全悪化に寄与すること 7と後述するリゾホスファチジン酸（LPA）受容体が EGFR transactivation

を介して毛髪形成を促進すること 8が挙げられる。 

 EGFファミリーのタンパク質は膜型前駆体（1型膜タンパク質）として合成される 9,10。この膜

型前駆体は、主に形質膜（Plasma membrane）上でプロテアーゼにより細胞外部位の切断（エクトドメイ

ン切断）を受け、成熟型として細胞外へ遊離される。遊離の増殖因子は EGFRと結合し、活性化を引き起こ

す。EGFファミリーのエクトドメイン切断の重要性は、エクトドメイン切断を受けない変異型 HB-EGF 

Knockinマウスが重篤な異常を示すことからもわかる 11。 

EGFファミリーのエクトドメイン切断に関与するプロテアーゼとして、A disinteglin and 

metalloproteinase（ADAM）ファミリーが知られている。ヒトに存在する 21種類の ADAMファミリーメ
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ンバーの中で、主として ADAM10, ADAM12, ADAM17（別名 Tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α)-converting enzyme, TACE）が EGFファミリーを基質とする 12,13。ADAMファミリーは基質特異

性が低く、EGFファミリー以外にも様々な膜タンパク質を切断することが知られる 12,13。ADAMファミリ

ーが無秩序に膜タンパク質を切断することは生体にとって危険なため、実際には ADAMの酵素活性や基質

選択性は厳密に制御されているものと想定されている。しかし、その分子機構はほとんど明らかになってい

ない。 

筆者は、リゾホスファチジン酸（LPA）の産生および受容体（Fig. 1-7）を研究する過程で、LPA

と TGFαのエクトドメイン切断に密接な関連があることを見出してきた 8。筆者は、大学院修士課程におい

てリゾホスファチジン酸産生酵素の候補であったホスファチジン酸選択的ホスホリパーゼ A1α14の遺伝子ノ

ックアウト（KO）マウスを作製し、このマウスが縮毛の体毛形成異常を示すことに気付き、博士課程におい

てそのメカニズムを解析してきた。その過程で、PA-PLA1α KOマウスの体毛形成異常の表現型（最初の毛

周期での顕著な縮毛、正常な上皮構造）が、TACE, TGFα, EGFRの欠損マウスや突然変異マウス（それぞ

れ woe, wa-1, wa-2として知られるマウス系統）の表現型 15-21と類似することに気付いた（Fig. 1-8）。これ

ら 3種類のタンパク質の関係は、上述したように TACEが TGFαのエクトドメイン切断（すなわち成熟型へ

のプロセシング）を担う膜型切断酵素、TGFαは EGFRのリガンドである。種々の解析から、毛包の上皮組

織で PA-PLA1αが LPA産生し、LPA受容体の 1つである LPA6を介して TACE-TGFα-EGFR経路を活性化

して、毛包の形成を担うことを見出した（Fig. 1-9）。また、PA-PLA1α-LPA-LPA6経路や TACE-TGFα-EGFR

経路に関与する遺伝子の先天性欠損患者が存在し、これら患者では全身性に毛髪の縮毛や脱落が見られるこ

とが報告されている 22-26（Fig. 1-10）。従って、PA-PLA1α-LPA-LPA6経路と TACE-TGFα-EGFR経路はマ

ウスとヒトで進化的に保存された体毛・毛髪形成の重要なシグナル経路であることがわかる。 

筆者は LPAによる体毛形成を研究する過程で、TGFαエクトドメイン切断を培養細胞で再構成す

ることに至った（Fig. 1-11）。HEK293細胞にアルカリホスファターゼ融合 TGFα（AP-TGFα）と LPA6を

共発現させ LPAで刺激すると、細胞膜に発現した AP-TGFαのエクトドメイン切断が誘導されることがわか

った。興味深いことに、LPA6受容体は既存の GPCR活性化検出系では LPAによる活性化はほとんど検出さ

れないが、AP-TGFαのエクトドメイン切断を指標とすることで LPAへの応答性を初めて検出することがで

きた。筆者は AP-TGFαのエクトドメイン切断はなぜ LPA6受容体の活性化を感度良く捉えられるのかに興

味を持つとともに、AP-TGFαのエクトドメイン切断が他の GPCRの活性化の検出に応用できるのではない

かと想定した。 

筆者は本研究において、AP-TGFα切断を利用した GPCRの活性化評価系を構築し、TGFα切断

アッセイと名付けた。TGFα切断のシグナル機構を解析することで、検出可能なGPCRを拡張するとともに、

GPCRの共役する Gタンパク質の機能解析にも応用可能であることがわかった。TGFα切断アッセイは、既

存の GPCR評価系の問題点を解決できる非常に有用な手法であることもわかった。TGFα切断アッセイは

GPCR活性化検出法の有用な第一選択肢と位置づけられることが期待される。 
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Fig.1-1　ヒトゲノム中の GPCR 遺伝子数とその分類

(International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) Database 

(http://www.iuphar-db.org/); GPCR-Ligand Database (GLIDA) 

(http://pharminfo.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/glida/index.php) を参考に改変。 ロドプシン

型ファミリーは既存の多くの薬剤の標的タンパク質である。
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(GTP hydrolysis)

Gα
Gβγ

GPCR
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GTP

Fig. 1-2　GPCR と三量体 G タンパク質

GPCR はリガンドとの結合により構造変化を起こすと、 三量体 G タンパク質の Gαサブユニットを GDP

結合型 （不活性型） から GTP 結合型 （活性型） へと誘導する。 GTP 結合型 Gαサブユニットは Gβγ

サブユニットから乖離し、下流のエフェクタータンパク質を介したシグナル伝達を誘導する。 Gαサブユニッ

トは自身の持つ GTPase 活性により GTP を GDP に分解して GDP 結合型となり、 Gβγサブユニットと

結合する。
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Fig. 1-3　Gαサブユニットのトポロジー

α-helixを青らせんで、β-sheetを赤矢印で示した。 Gαサブユニットは Ras domain （青字） と Helical 

domain （赤字） から構成され、 Helical domain が Ras domain の途中に挿入される構造を取る。 緑

線は GPCR と相互作用する部位を示す。 R と Q （赤丸）は GTPase 活性に必須のアミノ酸残基を示す。

アミノ酸配列との比較は Fig. 1-6 を参照。 文献 27 の図を改変。
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IP3 ↑
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Actin stress
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Fig.1-4　GPCR の主要なシグナル

GPCR はリガンドとの結合し活性化型に構造変化を起こすと、 各種シグナルを伝達する。 主要なシグナ

ル伝達因子である Gαサブユニットは、 関与するエフェクターの種類により 4 種類 （Gαs, Gαi/o, Gα

q/11, Gα12/13） に分類される。 Gβγサブユニットやβ-Arrestin （β-Arr） を介したシグナルも誘導する。

通常、 細胞内シグナルイベントを検出することで、 GPCR の活性化が評価される。 GPCR は一部の G

αサブユニットとしか共役しないため、 広範囲の GPCR の活性化を評価するには多数の細胞内シグナル

イベント検出系を用意する必要がある。 AC, Adenylate cyclase; PLCβ, Phospholipase C-beta; IP3, 

Inositol 1,4,5-triphosphate; Rho-GEF, Rho-Guanine nucleotide exchange factor; Rho-GTP, 

GTP-bound form of Rho.
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Fig. 1-5　Gαサブユニットの進化系統樹

ヒト Gαサブユニットの全メンバー 16 種類のアミノ酸配列を Clustal W および FigTree を用いて系統樹を

作成した。 アミノ酸配列を元に4種類のサブファミリーに分類できることがわかる。 この4種類の分類は、

Gαサブユニットのシグナル伝達の種類に一致する。 複数のスプライスバリンアントがある場合、 代表的

な 1 種類のみを表記した。
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GNAS        1 -------------MGCLG-NSK---TEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQVYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKQMRILHVNGFNGEGGEEDPQAARSN      83
GNAL        1 -------------MGCLGGNSKT--TEDQGVDEKERREANKKIEKQLQKERLAYKATHRLLLLGAGESGKSTIVKQMRILHVNGFNPE------------      73
GNAI1       1 -------------MGCTL-----------SAEDKAAVERSKMIDRNLREDGEKAAREVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEAGYSEE------------      64
GNAI2       1 -------------MGCTV-----------SAEDKAAAERSKMIDKNLREDGEKAAREVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGYSEE------------      64
GNAI3       1 -------------MGCTL-----------SAEDKAAVERSKMIDRNLREDGEKAAKEVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGYSED------------      64
GNAO1       1 -------------MGCTL-----------SAEERAALERSKAIEKNLKEDGISAAKDVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGFSGE------------      64
GNAZ        1 -------------MGCRQ-----------SSEEKEAARRSRRIDRHLRSESQRQRREIKLLLLGTSNSGKSTIVKQMKIIHSGGFNLE------------      64
GNAT1       1 -------------MGAGA-----------SAEEK----HSRELEKKLKEDAEKDARTVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHQDGYSLE------------      60
GNAT2       1 -------------MGSGA-----------SAEDKELAKRSKELEKKLQEDADKEAKTVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHQDGYSPE------------      64
GNAT3       1 -------------MGSGI-----------SSESKESAKRSKELEKKLQEDAERDARTVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHKNGYSEQ------------      64
GNAQ        1 -------MTLESIMACC-----------LSEEAKEARRINDEIERQLRRDKRDARRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRIIHGSGYSDE------------      70
GNA11       1 -------MTLESMMACC-----------LSDEVKESKRINAEIEKQLRRDKRDARRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRIIHGAGYSEE------------      70
GNA14       1 -----------MAGCCC-----------LSAEEKESQRISAEIERQLRRDKKDARRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRIIHGSGYSDE------------      66
GNA15       1 -------MARSLTWRCCP--------WCLTEDEKAAARVDQEINRILLEQKKQDRGELKLLLLGPGESGKSTFIKQMRIIHGAGYSEE------------      73
GNA12       1 MSGVVRTLSRCLLPAEAGGARERRAGSGARDAEREARRRSRDIDALLARERRAVRRLVKILLLGAGESGKSTFLKQMRIIHGREFDQK------------      88
GNA13       1 MADFLP--SRSVLSVCFPGCLLT---SG----EAEQQRKSKEIDKCLSREKTYVKRLVKILLLGAGESGKSTFLKQMRIIHGQDFDQR------------      79

GNAS       84 SDGEKATKVQDIKNNLKEAIETIVAAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNVPDF--------DFPPEFYEHAKALWEDEGVRACYERSNEYQLIDCA     175
GNAL       74 ---EKKQKILDIRKNVKDAIVTIVSAMSTIIPPVPLANPENQFRSDYIKSIAPITDF--------EYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQLIDCA     162
GNAI1      65 ---ECKQYKAVVYSNTIQSIIAIIRAMGRLK--IDFGDSARADDARQLFVLAGAAEE-------GFMTAELAGVIKRLWKDSGVQACFNRSREYQLNDSA     152
GNAI2      65 ---ECRQYRAVVYSNTIQSIMAIVKAMGNLQ--IDFADPSRADDARQLFALSCTAEEQ------GVLPDDLSGVIRRLWADHGVQACFGRSREYQLNDSA     153
GNAI3      65 ---ECKQYKVVVYSNTIQSIIAIIRAMGRLK--IDFGEAARADDARQLFVLAGSAEE-------GVMTPELAGVIKRLWRDGGVQACFSRSREYQLNDSA     152
GNAO1      65 ---DVKQYKPVVYSNTIQSLAAIVRAMDTLG--IEYGDKERKADAKMVCDVVSRMEDT------EPFSAELLSAMMRLWGDSGIQECFNRSREYQLNDSA     153
GNAZ       65 ---ACKEYKPLIIYNAIDSLTRIIRALAALR--IDFHNPDRAYDAVQLFALTGPAESK------GEITPELLGVMRRLWADPGAQACFSRSSEYHLEDNA     153
GNAT1      61 ---ECLEFIAIIYGNTLQSILAIVRAMTTLN--IQYGDSARQDDARKLMHMADTIEE-------GTMPKEMSDIIQRLWKDSGIQACFERASEYQLNDSA     148
GNAT2      65 ---ECLEFKAIIYGNVLQSILAIIRAMTTLG--IDYAEPSCADDGRQLNNLADSIEE-------GTMPPELVEVIRRLWKDGGVQACFERAAEYQLNDSA     152
GNAT3      65 ---ECMEFKAVIYSNTLQSILAIVKAMTTLG--IDYVNPRSAEDQRQLYAMANTLED-------GGMTPQLAEVIKRLWRDPGIQACFERASEYQLNDSA     152
GNAQ       71 ---DKRGFTKLVYQNIFTAMQAMIRAMDTLK--IPYKYEHNKAHAQLVREVDVEKVSAFE--------NPYVDAIKSLWNDPGIQECYDRRREYQLSDST     157
GNA11      71 ---DKRGFTKLVYQNIFTAMQAMIRAMETLK--ILYKYEQNKANALLIREVDVEKVTTFE--------HQYVSAIKTLWEDPGIQECYDRRREYQLSDSA     157
GNA14      67 ---DRKGFTKLVYQNIFTAMQAMIRAMDTLR--IQYVCEQNKENAQIIREVEVDKVSMLS--------REQVEAIKQLWQDPGIQECYDRRREYQLSDSA     153
GNA15      74 ---ERKGFRPLVYQNIFVSMRAMIEAMERLQ--IPFSRPESKHHASLVMSQDPYKVTTFE--------KRYAAAMQWLWRDAGIRAYYERRREFHLLDSA     160
GNA12      89 ---ALLEFRDTIFDNILKGSRVLVDARDKLG--IPWQYSENEKHGMFLMAFENKAGLP----VEPATFQLYVPALSALWRDSGIREAFSRRSEFQLGESV     179
GNA13      80 ---AREEFRPTIYSNVIKGMRVLVDAREKLH--IPWGDNSNQQHGDKMMSFDTRAPMAAQGMVETRVFLQYLPAIRALWADSGIQNAYDRRREFQLGESV     174

GNAS      176 QYFLDKIDVIKQADYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVDKVNFHMFDVGGQRDERRKWIQCFNDVTAIIFVVASSSYNMVIREDNQTNRLQEALNLFKS     275
GNAL      163 QYFLERIDSVSLVDYTPTDQDLLRCRVLTSGIFETRFQVDKVNFHMFDVGGQRDERRKWIQCFNDVTAIIYVAACSSYNMVIREDNNTNRLRESLDLFES     262
GNAI1     153 AYYLNDLDRIAQPNYIPTQQDVLRTRVKTTGIVETHFTFKDLHFKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDS     252
GNAI2     154 AYYLNDLERIAQSDYIPTQQDVLRTRVKTTGIVETHFTFKDLHFKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAIIFCVALSAYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDS     253
GNAI3     153 SYYLNDLDRISQSNYIPTQQDVLRTRVKTTGIVETHFTFKDLYFKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDS     252
GNAO1     154 KYYLDSLDRIGAADYQPTEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFDVGGQRSERKKWIHCFEDVTAIIFCVALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDS     253
GNAZ      154 AYYLNDLERIAAADYIPTVEDILRSRDMTTGIVENKFTFKELTFKMVDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAIIFCVELSGYDLKLYEDNQTSRMAESLRLFDS     253
GNAT1     149 GYYLSDLERLVTPGYVPTEQDVLRSRVKTTGIIETQFSFKDLNFRMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTCIIFIAALSAYDMVLVEDDEVNRMHESLHLFNS     248
GNAT2     153 SYYLNQLERITDPEYLPSEQDVLRSRVKTTGIIETKFSVKDLNFRMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTCIIFCAALSAYDMVLVEDDEVNRMHESLHLFNS     252
GNAT3     153 AYYLNDLDRITASGYVPNEQDVLHSRVKTTGIIETQFSFKDLHFRMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTCIIFCAALSAYDMVLVEDEEVNRMHESLHLFNS     252
GNAQ      158 KYYLNDLDRVADPAYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLQSVIFRMVDVGGQRSERRKWIHCFENVTSIMFLVALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRT     257
GNA11     158 KYYLTDVDRIATLGYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLENIIFRMVDVGGQRSERRKWIHCFENVTSIMFLVALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRT     257
GNA14     154 KYYLTDIDRIATPSFVPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLENIIFRMVDVGGQRSERRKWIHCFESVTSIIFLVALSEYDQVLAECDNENRMEESKALFKT     253
GNA15     161 VYYLSHLERITEEGYVPTAQDVLRSRMPTTGINEYCFSVQKTNLRIVDVGGQKSERKKWIHCFENVIALIYLASLSEYDQCLEENNQENRMKESLALFGT     260
GNA12     180 KYFLDNLDRIGQLNYFPSKQDILLARKATKGIVEHDFVIKKIPFKMVDVGGQRSQRQKWFQCFDGITSILFMVSSSEYDQVLMEDRRTNRLVESMNIFET     279
GNA13     175 KYFLDNLDKLGEPDYIPSQQDILLARRPTKGIHEYDFEIKNVPFKMVDVGGQRSERKRWFECFDSVTSILFLVSSSEFDQVLMEDRLTNRLTESLNIFET     274

GNAS      276 IWNNRWLRTISVILFLNKQDLLAEKVLAGKSKIEDYFPEFARYTTPEDATPEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRIST----ASGDGRHYCY-----PHFTCA     366
GNAL      263 IWNNRWLRTISIILFLNKQDMLAEKVLAGKSKIEDYFPEYANYTVPEDATPDAGEDPKVTRAKFFIRDLFLRIST----ATGDGKHYCY-----PHFTCA     353
GNAI1     253 ICNNKWFTDTSIILFLNKKDLFEEKIK--KSPLTICYPEYAGSNTYEEAAA-------------YIQCQFEDLNK----RKDTKEIYT-------HFTCA     326
GNAI2     254 ICNNKWFTDTSIILFLNKKDLFEEKIT--HSPLTICFPEYTGANKYDEAAS-------------YIQSKFEDLNK----RKDTKEIYT-------HFTCA     327
GNAI3     253 ICNNKWFTETSIILFLNKKDLFEEKIK--RSPLTICYPEYTGSNTYEEAAA-------------YIQCQFEDLNR----RKDTKEIYT-------HFTCA     326
GNAO1     254 ICNNKFFIDTSIILFLNKKDLFGEKIK--KSPLTICFPEYTGPNTYEDAAA-------------YIQAQFESKN-----RSPNKEIYC-------HMTCA     326
GNAZ      254 ICNNNWFINTSLILFLNKKDLLAEKIR--RIPLTICFPEYKGQNTYEEAAV-------------YIQRQFEDLNR----NKETKEIYS-------HFTCA     327
GNAT1     249 ICNHRYFATTSIVLFLNKKDVFFEKIK--KAHLSICFPDYDGPNTYEDAGN-------------YIKVQFLELNM----RRDVKEIYS-------HMTCA     322
GNAT2     253 ICNHKFFAATSIVLFLNKKDLFEEKIK--KVHLSICFPEYDGNNSYDDAGN-------------YIKSQFLDLNM----RKDVKEIYS-------HMTCA     326
GNAT3     253 ICNHKYFSTTSIVLFLNKKDIFQEKVT--KVHLSICFPEYTGPNTFEDAGN-------------YIKNQFLDLNL----KKEDKEIYS-------HMTCA     326
GNAQ      258 IITYPWFQNSSVILFLNKKDLLEEKIM--YSHLVDYFPEYDGPQRDAQAAR------------EFILKMFVDL------NPDSDK------IIYSHFTCA     331
GNA11     258 IITYPWFQNSSVILFLNKKDLLEDKIL--YSHLVDYFPEFDGPQRDAQAAR------------EFILKMFVDL------NPDSDK------IIYSHFTCA     331
GNA14     254 IITYPWFLNSSVILFLNKKDLLEEKIM--YSHLISYFPEYTGPKQDVRAAR------------DFILKLYQDQ------NPDKEK------VIYSHFTCA     327
GNA15     261 ILELPWFKSTSVILFLNKTDILEEKIP--TSHLATYFPSFQGPKQDAEAAK------------RFILDMYTRMYTGCVDGPEGSKKGARSRRLFSHYTCA     346
GNA12     280 IVNNKLFFNVSIILFLNKMDLLVEKVK--TVSIKKHFPDFRGDPHRLEDVQ------------RYLVQCFDRK------RRNRS------KPLFHHFTTA     353
GNA13     275 IVNNRVFSNVSIILFLNKTDLLEEKVQ--IVSIKDYFLEFEGDPHCLRDVQ------------KFLVECFRNK------RRDQQQ-----KPLYHHFTTA     349

GNAS      367 VDTENIRRVFNDCRDIIQRMHLRQYELL                                                                             394
GNAL      354 VDTENIRRVFNDCRDIIQRMHLKQYELL                                                                             381
GNAI1     327 TDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF                                                                             354
GNAI2     328 TDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF                                                                             355
GNAI3     327 TDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKECGLY                                                                             354
GNAO1     327 TDTNNIQVVFDAVTDIIIANNLRGCGLY                                                                             354
GNAZ      328 TDTSNIQFVFDAVTDVIIQNNLKYIGLC                                                                             355
GNAT1     323 TDTQNVKFVFDAVTDIIIKENLKDCGLF                                                                             350
GNAT2     327 TDTQNVKFVFDAVTDIIIKENLKDCGLF                                                                             354
GNAT3     327 TDTQNVKFVFDAVTDIIIKENLKDCGLF                                                                             354
GNAQ      332 TDTENIRFVFAAVKDTILQLNLKEYNLV                                                                             359
GNA11     332 TDTENIRFVFAAVKDTILQLNLKEYNLV                                                                             359
GNA14     328 TDTDNIRFVFAAVKDTILQLNLREFNLV                                                                             355
GNA15     347 TDTQNIRKVFKDVRDSVLARYLDEINLL                                                                             374
GNA12     354 IDTENVRFVFHAVKDTILQENLKDIMLQ                                                                             381
GNA13     350 INTENIRLVFRDVKDTILHDNLKQLMLQ                                                                             377

Fig. 1-6　Gαサブユニットのアライメント
ヒト Gαサブユニットの全遺伝子 （16 種類） のアミノ酸配列を Clustal W を用いてアライメントし、 GenetyxMac で表示した。
アミノ酸配列の上に、 二次構造 （α-helix：らせん、β-sheet：赤矢印）、 Helical domain （茶線）、 GTP/GDP 結合アミノ酸 （紫
線） を表示した。 二次構造は総説 28 および X 線結晶構造 （PDB Code: 3SN6） を参考にした。 オレンジ枠で囲ったアミノ
酸 R と Q は GTPase 活性を担うアミノ酸残基であり、 それぞれ Argcat と Glncat とも呼ばれる 29。 Argcat は GTP の加水分解
中間体を安定化する。 Glncat は Switch II region に位置し、 水分子が GTP のγリン酸基を攻撃するのことを促進する。 複数
のスプライスバリンアントがある場合、 代表的な 1 種類のみを表記した。 トポロジー図は Fig. 1-3 を参照。
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Fig. 1-7 細胞外 LPA 産生酵素と LPA 受容体

細胞外 LPA の産生酵素として、 ホスファチジン酸 （PA） に対するホスホリパーゼ A1 （PLA1） とリゾホ

スファチジルコリン （LPC） に対するリゾホスホリパーゼ D （LysoPLD） が同定されている。 LPA 受容

体はこれまでに 6 種類が同定されている。 ヒトの先天性毛髪疾患患者の原因遺伝子として、 PA-PLA1

αと LPA6 （当時の名称は P2Y5） が同定されたが、 当時 PA-PLA1αの内在性の基質や P2Y5 のリガン

ドは不明であった。
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Fig.1-8　体毛異常を示すマウスとその原因遺伝子

（A） PA-PLA1α KO マウス 8。 PA-PLA1α KO マウス縮毛を示すものの、 野生型マウスと比べて脱毛の亢進は見られない。

第一毛周期 （10 日齢から 4 週齢） に顕著な縮毛が起こり、 上皮組織はほぼ正常という特徴を持つ。 （B） LPA6 KO マウス

（未発表）。 （C） TACE 変異マウス 20。 自然発症劣性遺伝マウス woe （waved with open eyelids） （Arrowhead）。 TACE 

KO マウスも体毛形成異常を示すが、 生後間もなく致死となる 18。 （D） TGFα変異マウス 15,16。 自然発症劣性遺伝マウス

wa-1 （waved-1） と TGFα KO マウスは同じ体毛形成異常を示す。 （E） EGFR 変異マウス 17。 自然発症劣性遺伝マウス

wa-2 （waved-2）。 EGFR KO マウスは生後間もなく致死となる 30,31 と TGFα KO マウスは同じ体毛形成異常を示す。 上皮

特異的 EGFR KO マウスと wa-2 マウスはほぼ同じ体毛形成異常を示す 19。 （D） と （E） の画像は文献 21 より転載。
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Fig.1-9　LPA による体毛形成制御機構

毛包の内根鞘（Inner root sheath, IRS）と呼ばれる上皮系細胞に発現する PA-PLA1αが LPA を産生し、

LPA6 を活性化する。 LPA6 の下流で、 TACE による pro-TGFαのエクトドメイン切断が誘導される。 切

断された TGFαは EGFR を活性化し、 体毛形成を促進する。 この経路の不全は、 ヒトとマウスにおい

て縮毛や脱毛を引き起こす。 文献 8 の図を改変。
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Fig.1-10　ヒトの毛髪疾患

（A） PA-PLA1α（別名 LIPH） 欠損患者。 2006 年に先天性貧毛症 （乏毛症とも呼ばれる。 患者は縮毛

や脱毛などの毛髪異常を示す）の家系から原因遺伝子として同定された 22。 画像は文献 22,32 から転載。

（B） LPA6 （別名 LPAR6, P2Y5） 欠損患者。 2008 年に先天性貧毛症の家系から原因遺伝子として同

定された 23,24。 同定された当時は、 P2Y5 のリガンドは不明であった。 画像は文献 23,24 から転載。

（C） TACE （別名 ADAM17） 欠損患者。 2011 年に同定された 25。 画像は文献 25 から転載。 （D）

EGFR 阻害剤投与による脱毛 26。 画像は文献 26 から転載。
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Fig.1-11　LPA および PA-PLA1α発現細胞は LPA6 を活性化して TGFαエクトドメイン切断を誘導する

（A） HEK293 細胞を用いた LPA6 による TGFαエクトドメイン切断の再構成実験の模式図。 LPA6 とア

ルカリホスファターゼ （AP） 融合 TGFα（AP-TGFα） を HEK293 細胞に一過的に発現させ、 LPA また

は PA-PLA1α発現細胞を混合した。 HEK293 細胞には内在性に TACE が発現していた。 （B） LPA6 は

LPA に応答し、 TACE 依存的な AP-TGFαエクトドメイン切断を引き起こす。 Mock トランスフェクション

細胞でも内在性に発現する LPA 受容体による AP-TGFαエクトドメイン切断が観察される。 TACE 

inhibitor, SDZ 242-484 (10 µM)。 （C） LPA6 は PA-PLA1αにより活性化される。 PA-PLA1αは膜結合

型の分泌型酵素であるので、 酵素源として発現細胞を用いた。 SA, catalytically inactive mutant 

(S154A)。 （A-C） は文献 8 より改変。
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Table 1-1　汎用される GPCRアッセイの比較
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GTP Gi
[35S]-GTP

S
GPCR

S/B

cAMP
Gs
Gi/o Forskolin RIA

TR-FRET

Gi/o
Forskolin

S/B
Gi/o

IP3 Gq/11 RIA 3H

Ca2+ Gq/11, (Gi/o) Ca2+

Rho, Rac GTP G12/13 (Rho)
Gi/o (Rac)

GTP

WB
Gs (CRE)
Gq/11 (NFAT)
G12/13 (SRE)

G12/13

-
3H, 14C GPCR

FRET GPCR

GPCR



A

B

Table 1-2　GPCR による TACE 活性化、 TGFα切断、 EGFR transactivation の生理的意義

（A） GPCR による EGF ファミリーのエクトドメイン切断を介した EGFR transactivation の意義。

Asterisk は GPCR アゴニストを薬理的に投与した際の現象であり、 生体内で産生される内因性リガンド

の意義は不明である。 （B） TACE KO マウスの表現型 18,33-35 に類似する変異マウス。
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GPCR EGFR

AT1 Angiotensin II TGF  
HB-EGF

 7,36,37

ETA, ETB Endothelin HB-EGF 38

1 AR Adrenaline HB-EGF 39

LPA6 LPA TGF  8

TACE KO  
KO GPCR

 ROCK, TACE, TGF , EGFR 
SPNS2 S1P  S1P  15-17, 

40-42 

G 13, ROCK, TACE 
ATX LPA LPA  43-47 

 
 

 
-  



 

 21 

第二章	
 実験材料と実験手法 
 

第一節	
 TGFα切断アッセイの原理 

考案した基本的な原理を Fig. 2-1に記載する。TGFαのエクトドメイン切断を簡便に検出するた

めに、TGFαの細胞外領域（N末端側）にアルカリホスファターゼ（Alkaline phosphatase, AP）を融合さ

せたキメラタンパク質（AP-TGFα）48を用いた（Fig. 2-2）。切断型と非切断型の AP-TGFαは、それぞれ培

養上清中と細胞側の AP活性を測定することで定量可能である。AP活性の検出には、安価な基質であるパラ

ニトロフェニルリン酸（p-nitrophenylphosphate, p-NPP）を用い、産生物であるパラニトロフェノール

（p-nitrophenol, p-NP；p-NPの脱プロトン体（pKa値 7.16）が吸光を示す）の吸光（吸光波長 405 nm、

OD405）を測定した。 

具体的な手順として、始めに AP-TGFαと GPCRを発現させた HEK293細胞を血清不含培地に懸

濁し、96ウェルプレートに播種する（Fig. 2-1）。GPCRのリガンドを加えると細胞内シグナル伝達が誘導さ

れ、HEK293細胞に内在性に発現する膜型プロテアーゼ TACEが活性化される。活性化した TACEは

AP-TGFαのエクトドメインの切断を起こし、切断された AP-TGFαは培養上清に遊離される。AP-TGFαの

切断反応がプラトーに達するリガンド刺激後 1時間に培養上清を回収し、上記の原理で切断型と非切断型の

AP-TGFα量を測定する。 

HEK293細胞において、AP-TGFα切断はGq/11シグナルとG12/13シグナルの下流で誘導される（Fig. 

2-3）。従って、Gsや Gi/oのみとしか共役しない GPCRの活性化を検出するために、Gαqサブユニットの C末

端ヘリックスを Gαsや Gαi/o由来に置換したキメラ Gαサブユニット、もしくは非特異的に GPCRに共役す

ることで知られる Gα16（別名 Gα15）サブユニットを共発現させる。目的の GPCRがどの三量体 Gタンパク

質と共役するか不明の場合は、Gαサブユニットのプラスミドベクターを混合して遺伝子導入してもよい。 

 

第二節	
 TGFα切断アッセイの実験材料 

 

超純水（Milli-Q water; Milli-Q Integral（Millipore社製）により作製） 

イオン交換水（Elix（Millipore社製）により作製） 

 

Complete DMEMの調製 

ダルベッコ変法イーグル培地 2（DMEM、ニッスイ）粉末 4.75gをMilli-Q water 500 mLに溶解し、オ

ートクレーブ（121ºC、15分）処理により滅菌し、次を加えた 

10% (w/v) NaHCO3 water solution (autoclaved) 7.5 mL 

5 mL 100X penicillin, streptomycin, glutamine 

50 mL heat-inactivated FCS (GIBCO) 
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ダルベッコリン酸緩衝液（D-PBS、以下 PBSと記載） 

20X PBS 

KCl  2.0 g 

KH2PO4 2.0 g 

NaCl  80 g 

Na2HPO4•12H2O 29 g 

Milli-Q water upto 500 mL 

1X PBS 

Milli-Q water 475 mL 

20X PBS 25 mL 

Autoclaved 

 

Trypsin/EDTAの調製 

100X Trypsin/EDTA（5% (w/v) Trypsin, 53 mM EDTA）を次の通り調製した。 

Trypsin powder (GIBCO) 2.5 g 

1X PBS upto 40 mL 

Shake until dissolved 

1X PBS upto 48 mL 

0.5 M EDTA (pH 8.0) (cell culture grade, GIBCO) 2.12 mL 

Filtration (0.45 µm, MILLEX® HV (Millipore)) 

Stock 1 mL in a 1.5 mL tube at -20ºC 

1X Trypsin/EDTA（0.05% (w/v) Trypsin, 0.53 mM EDTA）を次の通り調製した。 

PBS 49.5 mL 

100X Trypsin/EDTA 0.5 mL 

 

HEK293細胞の継代 

Complete DMEMを用いて HEK293細胞を CO2インキュベーター（5% CO2, 37ºC）内で培養し

た。基本的に、100 mm dishあたり 2x106 cells/ 10 mLで播種、2日後に継代、または 100 mm dishあた

り 1x106 cells/ 10 mLで播種、3日後に継代のサイクルを繰り返した。継代操作は、DMEMをアスピレー

ト後、PBS 5 mLを加え再度アスピレート、Typsin/EDTA 2 mLを加えた。室温で約 30秒静止した後、

ディッシュを叩いて細胞を浮かせ、Complete DMEM 2 mLを加えた。3回程度サスペンドした後に、15 mL

チューブに移し、セルカウント用に一部（50 µL程度）を取って遠心（190 x g、5分）した。遠心後、上

清をアスピレート後、チューブの底を一度強くタッピングして細胞ペレットを崩し、適量の Complete 

DMEMを加えた。必要量の細胞を継代用とアッセイ用に播種した。継代用のディッシュは、PBSで一度

洗浄して再利用した。HEK293細胞の保存には、セルバンカー１プラス（十慈フィールド社製）を用いた。 
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ハンクス緩衝液（Hank’s balanced salt solution (HBSS), with 5 mM HEPES (pH 7.4) and Mg2+, Ca2+ and 

without phenol red） 

10 X HBSS (solution 1) 

KCl 4 g 

KH2PO4 0.6 g 

NaCl 80 g 

Na2HPO4 12H2O 1.2 g 

D-Glucose 10 g 

Milli-Q water upto 1 L 

オートクレーブ後、4ºC保存 

10 X HBSS (solution 2) 

CaCl2 2H2O 1.85 g 

MgCl2 6H2O 1 g 

MgSO4 7H2O 1 g 

Milli-Q water upto 1 L 

オートクレーブ後、4ºC保存 

1 X HBSS 

Milli-Q water 790 mL 

0.5 M HEPES (pH 7.4) 10 mL 

オートクレーブ後、10 X HBSS (solution 1, 2)を 100 mLずつ加え 4ºC保存 

（必要に応じて pH 7.4 (final)となるようにオートクレーブ前に酸または塩基を添加） 

（注）Mg2+と Ca2+を含まない HBSSでは、AP-TGFα切断反応が低下する。 

 

p-NPP溶液（40 mM Tris-HCl (pH 9.5), 40 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 10 mM p-NPP） 

以下のようにストック溶液を調製し、使用前に希釈した。 

1 M Tris-HCl (pH 9.5)	
 96ウェル細胞プレート 1枚あたり（以下、同）0.64 mL 

5 M NaCl 0.128 mL 

1 M MgCl2 0.16 mL 

1 M p-NPP（第二ナトリウム六水和物（和光特級、和光純薬工業社製）、水に溶解させ小分けして-20ºC保

存）0.16 mL 

イオン交換水 upto 16 mL 

 

接着細胞用 96-well plate（クリア、フラットボトム）（Greiner Bio-one社製、cat. #655180） 
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96-well plate（クリア、フラットボトム、低吸着タイプ）（Iwaki社製、cat. #3881-096） 

 

12連電動マルチチャネルピペット 

最大容量 120 µL（eLINE®、バイオヒットジャパン社製、cat. #730440） 

最大容量 1200 µL（eLINE®、バイオヒットジャパン社製、cat. #730490） 

 

マイクロプレート対応吸光測定機（VersaMaxTM, Molecular Devices社製） 

 

37ºCホットプレート（NISSHIN社製、cat. #NHP-45N） 

 

プレート対応遠心機（PlateSpin®Ⅱ、Kubota社製） 

 

TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) 

	
 1 mMとなるように DMSOで溶解し、5 µLずつ小分けして-20ºC保存。HBSS 495 µLを加え、10 µM

とする。さらに HBSSで 10倍希釈し（1 µM）、終濃度の 10培溶液を作製した。溶解・希釈後は使いきり

とした。 

	
 プロテインキナーゼ Cの活性化剤であり、TACEの活性化による AP-TGFα切断を強力に誘導する 12。

AP-TGFα切断反応のポジティブコントロールとなる。 

 

阻害剤 

本論中に特に表記がない限り、下記に記載の濃度を使用した。 

以下の阻害剤は 30分前処理を行った（細胞を再播種した直後に添加）。 

U-73122（pan-PLC阻害剤） 3 µM 

	
 なお、U-73122は高濃度（10 µM）で AP-TGFα切断応答を誘導するが、その原因は不明である。

U-73122は in vitroで複数の PLCサブタイプ（PLCβ2, PLCβ3, PLCγ1）を活性化することが報告さ

れている 49。 

Ro-31-8425（pan-PKC阻害剤）10 µM 

Y-27632（ROCK阻害剤）10 µM 

NF-449（Gs阻害剤）10 µM 

H89（PKA阻害剤）10 µM 

以下の阻害剤は 16時間前処理を行った（トランスフェクション（阻害剤ありなし用に 2ウェル分）操作

の約 8時間後に添加）。細胞を再播種する際は、阻害剤は使用しなかった。 

PTX（Gi/o阻害剤） 100 ng/mL 

	
 Gαサブユニットの C末端側から 4番目の Cys残基を ADPリボシル化することで作用する。従っ

て、Gαi/oサブファミリーのうち、この部位が Cys残基でない Gαzサブユニットは非感受性である。 
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以下の阻害剤は 5分前処理を行った（細胞を再播種し、約 25分後に添加）。 

SDZ 242-484（TACE阻害剤） 10 µM 

Ki16425（LPA1, LPA2, LPA3阻害剤）10 µM 

 

 

第三節	
 TGFα切断アッセイの実験手法 

 

（１）	
 HEK293細胞へのプラスミドベクタートランスフェクション 

HEK293細胞を継代する際に、2 x 105/mLの濃度で 12-well plateの 1ウェルあたり 1 mL（以下、同。必要

に応じてスケールアップする）ずつ播種し、培養した。24 時間後、Lipofectamine 2000 Reagent（Life 

Technologies 社製）を用いて、次の手順で AP-TGFαと目的の GPCR（必要に応じて Gαサブユニットも加

える）をコードするプラスミドベクターをトランスフェクションした（＊１）。 

＊１	
 必要に応じて、トランスフェクション試薬の種類や量、プラスミドベクターの量を検討する。 

１. 1.5 mLチューブに 125 µL Opti-MEMに、250 ng AP-TGFαと 100 ng GPCRを加えた（＊２）。Gα

サブユニットを使用する場合、50 ng（1種類）もしくは 10 ngずつ（6種類の混合）追加する。 

＊２	
 GPCR ベクターのコントロールとして、空ベクター導入細胞も用意する。GPCR を導入した細

胞では、空ベクター導入細胞と比べて AP 活性の低下がしばしば観察される。AP 活性が空ベクター導

入細胞の半分以下になる場合は、AP-TGFαの発現量の違いによるアーティファクトの影響を考慮し、

GPCRベクターの量を減らすことを推奨する。なお、アッセイ系導入の初期検討の際は、細胞の内在性

の AP活性と AP-TGFαの発現を確認するため、AP-TGFαを加えないコントロールも設定する。 

2. 別の 1.5 mLチューブに 125 µL Opti-MEMと 1.25 µL Lipofectamine 2000 Reagentを混合し、室温で

30分静置した。 

3. 1と 2を混合し、室温で 20分静置した。 

4. 混合液 250 µLを細胞培養液に加え、穏やかに撹拌し、24時間培養した。 

 

（２）	
 細胞の再播種とリガンド刺激 

	
 以下の手順で HEK293細胞を 96ウェルプレートに再播種する。 

1. 前日にプラスミドをトランスフェクションした HEK293細胞の培養液を吸引し、PBSを穏やかに加え

た。 

2. PBSを吸引し、0.5 mL Trypsin/EDTA（予め室温に温めておく）を加えた。 

3. プレートを強めに揺らして軽く剥がれた状態を確認して（通常、Trypsin/EDTAを加えて 30秒以内）、

1 mL Complete DMEMを加えた。5 mLマイクロピペッターで 2、3回サスペンドして 15 mLチューブ

に移した。 

4. 遠心（190 x g、5分）後、上清を吸引し、3 mL PBSを加えた（＊２）。 

＊２	
 PBS を加える直前にチューブの底を強くタッピングすると、細胞ペレットが崩れ、PBS を加え
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ただけで細胞が十分懸濁される。 

5. 10分静置し（＊３）、遠心（190 x g、5分）し、上清を吸引した。4 mL HBSS（必要量に応じて 3-8 mL

の間で変えてもよい）を加え、5 mLマイクロピペッターで 2、3回サスペンドした。 

＊３	
 HEK293細胞を剥がす操作の刺激（フレッシュな培地の添加や物理的刺激）で AP-TGFα切断が

起こる。PBS洗浄により細胞を剥がす際に切断される AP-TGFα切断を除くことができ、シグナルノイ

ズ比が向上する。 

6. 12連電動マルチチャネルピペット（最大容量 1200 µL、吸引速度 2、排出速度 1に設定）を用いて、96-well 

plateに 1ウェルあたり 90 µLずつ播種した（＊４）。 

7. 37ºC CO2インキュベーターに入れ、30分培養した。 

8. 12連電動マルチチャネルピペット（最大容量 120 µL、吸引速度 3、排出速度 2に設定）を用いて、HBSS

で希釈した化合物を 1ウェルあたり 10 µLずつ添加した（＊４、５）。 

＊４	
 以下は再播種と化合物刺激の典型的な例である。24ウェル（グレー部分）に再播種し、化合物

濃度を 5点（C-G行）取る。無刺激時の AP-TGFα切断量を精度良く求めるため、6ウェル分（A-B行）

使用する。TPA（H行）はポジティブコントロールであり、GPCR非依存的な AP-TGFα切断が起こる。 

 化合物 濃度 1 2 3 

A なし 

（HBSS） 

    

B     

C リガンド 1 nM    

D 10 nM    

E 100 nM    

F 1 µM    

G 10 µM    

H TPA 100 nM    

＊５	
 プラスチックへ吸着しやすい化合物（脂質、ペプチド等）の希釈を行う際は、0.01% (v/w) BSA

を含む HBSSで行うとよい（BSAの終濃度は 0.001%）。 

9. 再度 37ºC CO2インキュベーターに入れ、1時間培養した。 

 

（３）	
 AP-TGFα切断量の測定 

1. リガンド刺激 1時間後のプレートを、遠心（190 x g、2分、室温）した（＊６）。 

＊６	
 プレート対応遠心機がない場合、この操作を省略可能。ただし、培養上清を移す際に細胞の混入

のリスクが高くなるため、実験誤差が大きくなる。 

2. 12連電動マルチチャネルピペット（最大容量 120 µL、吸引速度 1、排出速度 2に設定）を用い、1ウ

ェルあたり培養上清 80 µLを空の 96ウェルプレートに移した（＊７）。 

＊７	
 チップの先をウェルの側面の下部に軽く当てながらゆっくり吸うと細胞の混入を抑えられる。12

連ピペットを用いて A行から H行の順に培養上清を移すと、１つのプレート内の操作ではチップの交
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換や洗浄の必要はない（次のプレートの操作の前に水でチップを洗浄すれば十分）。 

3. 12連電動マルチチャネルピペット（最大容量 1200 µL、吸引速度 6、排出速度 2に設定）を用い、p-NPP

溶液（予め 37ºCに加温）を、細胞プレートと培養上清プレートに 1ウェルあたり 80 µLずつ加えた。 

4. 37ºCホットプレートの上にプレートを載せ、約 5分加温した（＊８）。 

＊８	
 ホットプレートがない場合、37ºCインキュベーターに入れ、約 5分加温する。プレートを均一

に温めることで、AP活性を精度良く測定できる（プレートの温度が不均一だとプレートのエッジ効果

が生じ、実験誤差が大きくなる）。 

5. プレート対応吸光測定機で 1回目の OD405を測定した。 

6. 測定後、直ちにプレートを 37ºCインキュベーターに入れ、1時間加温する。 

7. プレート対応吸光測定機で 2回目の OD405を測定した（＊９）。 

＊９	
 細胞と培養上清の OD値の合計が 1から 2前後の時、最も測定精度が高い。発色が弱い場合、

AP反応 2時間後または 3時間後に再度測定を行う。 

VersaMaxのパラメーターは次の通りである。 

Endpoint 

Wavelenths 

 Lm1: 405 nm 

Automix & Blanking 

 Before: 2 secs 

 Pre-Read Plate: Off 

AutoCalibrate 

 Off 

Strips 

 Read entire plate 

Comun Wavelethgth Priority 

 Colomn Priority 

AutoRead 

Off 

 

手法を変更する場合、次の通り条件を変更した。 

アンタゴニストアッセイ 

	
 細胞を HBSSに再懸濁する際、8/9倍容量（12-well plateを 1ウェルあたり 3.6 mL）を用い、80 µLずつ

96-well plateに播種した。プレートを CO2インキュベーターに入れ、25分間培養した。終濃度の 10倍の濃

度のアンタゴニストを 10 µL加え、プレートを軽く揺すり溶液を混ぜ、5分間静置した。さらに、終濃度の

10倍の濃度のアゴニストを 10 µL加え、プレートを軽く揺すり溶液を混ぜた後、プレートを CO2インキュ

ベーターに入れ、1時間培養した。以下、上記と同様に行った。 
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RNAi 

	
 HEK293細胞を 1 x 105/mLの濃度で 12-well plateの 1ウェルあたり 1 mLずつ播種し、培養した。24時

間後、Lipofectamine RNAiMAX Reagent（Life Technologies社製）を用いて、次の手順で siRNAのトラ

ンスフェクションを行った。siRNAは Stealth siRNA（Life Technologies社製）を使用した。1遺伝子につ

き、設計済みの 3種類のコンストラクトを購入し、発現抑制効果を比較した。発現抑制効果が高い 2種類を

選択した。標的配列は Table 2-1に記載する。 

１. 1.5 mLチューブに 100 µL Opti-MEM（Life Technologies）に、0.6 µL Stealth siRNA（ストック溶

液は 20 µMに調製。0.6 µLは終濃度 10 nM相当）加えた。Control siRNAとして Stealth RNAi™ siRNA 

Negative Control Med GC Duplex #3（Life Technologies, cat. #12935-113）を用いた。siRNAを 1種類

以上を混ぜた時は次の通りとした。。 

Gαq/11: 10 nM GNAQ siRNA and 10 nM GNA11 siRNA 

Gα12/13: 10 nM GNA12 siRNA and 10 nM GNA13 siRNA 

Gαq/11 and Gα12/13: 5 nM GNAQ siRNA, 5 nM GNA11 siRNA, 5 nM GNA12 siRNA and 5 nM GNA13 

siRNA 

2. 別の 1.5 mLチューブに 100 µL Opti-MEMと 1 µL Lipofectamine RNAiMAX Reagentを混合し、室

温で 5分静置した。 

3. 1と 2を混合し、室温で 20分静置した。 

4. 混合液 200 µLを細胞培養液に加え、穏やかに撹拌し、24時間培養した。 

5. 培養液をアスピレートし、37ºCに温めた 1 mL Compelete DMEMを加えた。 

6. 以下、前述した方法でプラスミドのトランスフェクション加え、24時間培養した。 

 

384-well plateフォーマット 

・プレート 

細胞播種用 384-well plate: 384穴、TCプレート、付着細胞（Greiner bio-one, cat. #781182） 

培養上清移動用 384-well plate: 384穴、NoBinding（Greiner bio-one, cat. #781901） 

・細胞播種 

12-well plateの 1 wellあたり HBSS 5.3mL（1.5倍量）に懸濁し、384-well plateの 1 wellあたり 45 µL

ずつ播種した。リガンドは 10倍濃度を 5 µLずつ添加した。培養上清 40 µLを分注し、p-NPP溶液（96-well 

plateフォーマットと同じ濃度）を 40 µLずつ加えた。 

なお、96-well plateと 384-well plateの well底面積はそれぞれ、0.32 cm2と 0.10cm2である。従って、

底面積あたりの細胞数は変わらない。 

・FlexStation3のパラメーター 

Endopoint 

Read Mode 
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Absorbance 

Wavelengths 

Lm1: 405 nm 

PathCheck 

Off 

Assay Plate Type 

384 Well Standard clrbtm 

Wells To Read 

Read entire plate 

Compound Transfer before Read 

 None 

Compound Source 

Triturate 

n/a 

Pipette Tips Layout 

Coumpound & Tip Columns 

Automix 

Before: 3 secs 

Pre-Read Plate: Off 

AutoCalibrate 

On 

Settling Time 

Off 

Column Wavelenth Priority 

Column Priority 

AutoRead 

 Off 

 

 

（４）	
 データ解析（Fig. 2-4） 

1. 細胞プレート（Cell）と培養上清プレート（CM）の各ウェルに対し、AP反応後の OD405の増加

（∆OD405）を算出。（＊１） 

∆OD405!"## = ∆OD405!"##   1h −   ∆OD405!"##  (0  h) 

∆OD405!" = ∆OD405!"   1h −   ∆OD405!"  (0  h) 
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＊１	
 上記のプロトコール通り行った際に、AP活性（∆OD405Cell + ∆OD405CM）は通常 1前後となる。

AP活性が低い場合は、トランスフェクション条件の検討が必要である。なお、GPCRを過剰発現させ

ると AP活性が減少することが多い。 

2. 培養上清中の AP活性の割合（APCM、パーセント表記）を算出。 

AP!" =
∆OD405!"

∆OD405!"+  ∆OD405!"##
  ×  100 

3. 同一条件のウェルについて、培養上清中の AP活性の平均値、標準偏差を計算。（＊２） 

＊２	
 標準偏差（実験誤差）の値は通常 0.8%以内となる（CV値だと約 4%）。この値が大きい場合、

培養上清を移す操作の精度（色素溶液を用いて検証可能）、細胞数のウェル間のばらつき（AP活性が目

安）、プレートのエッジ効果等を検討する。 

4. 刺激群（Stimulated）の培養上清中の AP活性の値から、無刺激群（Vehicle）の培養上清中の AP活

性の値を引き、AP-TGFα放出量を算出。（＊３） 

AP!" =
∆OD405!"

∆OD405!"+  ∆OD405!"##
  ×  100 

 

APTGFα  release = AP!"   Stimulated −   AP!"  (Vehicle) 

＊３	
 APCM (Vehicle) は通常8-15%程度となる。この値が高い場合は、細胞の再播種の操作を検討する。 

5. リガンド濃度（x軸）に対し、AP-TGFα放出量（y軸）をプロットし、Dose-response curveを作製し

た。 

6. GraphPad Prism 5（GraphPad社製）を用いて、Dose-response curveを 4パラメーターシグモイド曲線

にフィッティングさせ、EC50および Emaxを求めた。 

 

 

第四節	
 その他の実験材料・手法 

 

遺伝子操作 

	
 発現プラスミドベクターとして pCAGGSベクターを主に使用した。オリジナルの pCAGGSにマルチクロ

ーニングサイト（MCS）を組み込んだベクター（pCAGGS-MCS）と pCAGGS-MCSに FLAG epitope tag

を組み込んだベクター（pCAGGS N-FLAG）を用いた。一部の発現ベクターには、pcDNA3, pcDNA3.1（Life 

Technologies社製）、pME-18Sを用いた。 

	
 オリゴ DNA（プライマー、逆相カラム精製グレード）は Greiner Bio-One社（Fasmac社）で合成した。

開始メチオニンが「強い」Kozak配列となるように、開始メチオニンの直前に GCCACCを付加した

（GCCACCATG、下線はメチオニン）。PCR反応には PrimeSTAR（タカラバイオ社製；PCR産物が平滑末

端となる）を用いた。基本的に、nested PCRにより PCR産物を増幅させた。制限酵素は主にタカラバイオ
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社から購入した。リガーゼ反応には DNA Ligation Kit <Mighty Mix>（タカラバイオ社製）を用いた。リガ

ーゼ反応液をコンピテントセル SCS1（Stratagene社製、研究室で増やして再凍結）にトランスフォーメー

ションし、アンピシリン含有培地で薬剤選択後、大腸菌コロニーを LB液体培地で増やした。大腸菌からの

プラスミド精製（トランスフェクショングレード）には NucleoBond® Mini（MACHEREY-NAGEL社製；

得られるプラスミド量は最大 40 µg程度）、NucleoBond® Midi Plus（1 mg程度）、NucleoBond® Mega（3 

mg程度）を使用した。一部のプラスミドは、PureYield™ Plasmid Miniprep System（Promega社製；20 µg

程度）、HiSpeed Plasmid Midi Kit（QIAGEN社製；500 µg程度）、QIAfilter Plasmid Midi Kit（500 µg

程度）で精製した。 

	
 クローニングのテンプレートは次の通りである。 

ヒトゲノム DNA：ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC；クラボウ社製）からゲノム DNAを抽出 

ヒト cDNA：Total RNA（FirstChoice® Human Total RNA Survey Panel; Applied Biosystems社製）

から、オリゴ dT18プライマーを用いて逆転写反応（High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits; 

Applied Biosystems社製）した産物 

マウスゲノム DNA：C57BL/6Jマウス（日本クレア）の尻尾からゲノム DNAを抽出した 

マウス cDNA：C57BL/6JマウスからTotal RNAを抽出し（ISOGEN（ニッポンジーン）またはMammalian 

Total RNA Miniprep Kit（Sigma-Aldrich製）を使用）、ヒト cDNAと同様に逆転写反応した産物した 

	
 キメラ Gαサブユニットの作製は、（１）C末端 7アミノ酸（+制限酵素 PvuII認識サイト）を pCAGGS

ベクターに導入、（２）このベクターを PvuIIおよび KpnIで処理、（３）Gαサブユニット骨格（N末端から

C末端-8番目まで）をポリメラーゼ PrimeSTAR（タカラバイオ社製）を用いて増幅し、KpnIで処理、（４）

ベクターと Gαサブユニットをライゲーション反応という手順で行った（Fig. 2-5）。この手法を用いると、

様々な Gαサブユニットの骨格と C末端 7アミノ酸の組み合わせを容易に調製することができる。PvuIIの

認識配列は CAG|CTG（|は切断部位、平滑末端を生じる）であり、PvuII処理後に Gαサブユニットの C

末端-7番目のアミノ酸 Leuのコドンを使用することができる。PrimeSTARの PCR断片は平滑末端である

ので、PvuIIの平滑末端と結合することができる。 

	
 GNAQ siRNAに耐性のGαqサブユニットは、6カ所にサイレント変異が導入するように設計し（Fig. 2-6）、

overlap extention PCR法 50で作製した。 

 

レトロウイルスを用いた安定発現細胞株の作成 

	
 レトロウイルスベクター作成用のトランスファーベクターには、pMXs-IGを用いた。このベクターは

IRES-EGFPが組み込まれており、目的遺伝子を IRES-EGFPの 5’側に挿入する。一部遺伝子については、

pMX-IGが組み込まれた大腸菌の増えが極めて悪かった。トランスフォーメーション後の大腸菌を塗布した

LBアガロース培地を室温（通常は 37ºC）で培養することで、改善が見られた。 

	
 作成したトランスファーベクターから、PLAT-E細胞を用いてレトロウイルスを作成した 51。このレトロ

ウイルスはげっ歯類の細胞に感染し、ヒト細胞には感染しない。トランスファーベクターをトランスフェク

ションした PLAT-E細胞の培養上清（レトロウイルス含有）を回収した。レトロウイルス含有培養上清を、
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ポリブレン法またはレトロネクチン法（タカラバイオ社製）によりマウスまたはラット由来細胞

（McA-RH7777, NIH-3T3, PC12）に感染させた。レトロウイルスが組み込まれた細胞は EGFPの蛍光顕微

鏡画像で判断し、発現割合が少ない場合は再度レトロウイルスに感染させた。細胞はポリクローナル集団と

して扱った。 

 

GPCRの膜発現（抗 FLAG® epitope tag抗体染色によるフローサイトメトリー（FCM）） 

	
 HEK293細胞を 2 x 105/mLの濃度で 12-well plateの 1 wellあたり 1 mL（以下、同。必要に応じてスケ

ールアップする）ずつ播種し、培養した。24時間後、Lipofectamine 2000 Reagentを用いて、次の手順で

目的の GPCR（必要に応じて Gαサブユニットも加える）をコードするプラスミドベクターをトランスフェ

クションした。 

１. 1.5 mLチューブに 125 µL Opti-MEMに、500 ng N末端に FLAG® epitope tag (DYKDDDK)を有す

る GPCR（N-FLAG GPCR）発現ベクターを加えた。Gαサブユニットを使用する場合、250 ng追加した。 

2. 別の 1.5 mLチューブに 125 µL Opti-MEMと 1.25 µL Lipofectamine 2000 Reagentを混合し、室温で

30分静置した。 

3. 1と 2を混合し、室温で 20分静置した。 

4. 混合液 250 µLを細胞培養液に加え、穏やかに撹拌し、24時間培養した。 

	
 次の手順で HEK293細胞を培養プレートから剥がし、染色した。 

1. 前日にプラスミドをトランスフェクションした HEK293細胞の培養液を吸引し、PBSを穏やかに加え

た。 

2. PBSを吸引し、100 µL Trypsin/EDTA（予め室温に温めておく）を加えた。 

3. 200 µLピペッタープレートを強めに揺らして軽く剥がれた状態を確認して、100 µL Complete DMEM

を加えた。1000 µLマイクロピペッターで 4、5回サスペンドして、V-bottom 96-well plateに移した。 

4. プレートをパラフィルムでシールし、プレート対応遠心機で遠心した（2,000 rpm, 1 min, Accel: slow, 

Decel: slow、以下同）。 

5. 上清を捨て、200 µL PBSを加え（1 wellあたり、以下同）、再度遠心した。 

6. 上清を捨て、パラフィルムでシールし、軽く Vortexを行い細胞ペレットを崩した。 

7. 50 µL FCM bufferを加え、軽くサスペンドし、パラフィルムでシールした後、on iceで 30分間静置し

た。 

8. 遠心後、FCM bufferを捨て、パラフィルムでシールし、軽く Vortexを行い細胞ペレットを崩した。

anti-DYKDDDDK抗体（10 µg/mLとなるように FCM bufferで希釈; Clone 2H8, Transgenic, cat. #）を

25 µL加え、軽くサスペンドし、パラフィルムでシールした後、シェーカーの上で 30分間揺らした（室

温）。 

9. 200 µL PBSを加え、遠心し、上清を捨て、再度 200 µL PBSを加えた（洗浄）。 

10. 遠心後、上清を捨て、パラフィルムでシールし、軽く Vortexを行い細胞ペレットを崩した。anti-mouse 

IgG conjugated with Alexa 488抗体（10 µg/mLとなるように FCM bufferで希釈; Molecular Probes社
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製, cat. #）を 25 µL加え、軽くサスペンドし、パラフィルムでシールした後、シェーカーの上で 15分間

揺らした（室温）。 

11. 200 µL PBSを加え、遠心し、上清を捨て、パラフィルムでシールし、軽く Vortexを行い細胞ペレッ

トを崩した。再度 200 µL PBSを加えた（洗浄）。 

12 遠心後、上清を捨て、パラフィルムでシールし、軽く Vortexを行い細胞ペレットを崩した。再度 200 

µL PBSを加え、軽くサスペンドした。 

13 FCM（Sony）で Alexa 488の蛍光を測定した（20,000細胞を測定）。 

 

FCM bufferの組成 

Milli-Q water 44 mL 

10X PBS  5 mL 

Goat Serum (0.45 µm filterated) 1 mL (final 2% (w/v)) 

20% (w/v) NaN3 250 µL (final 0.1%) 

 

 

定量 PCR 

	
 HEK293細胞を 12-well plateに 1 x 105/well播種し、24時間後に siRNAをトランスフェクションし、48

時間後にMammalian Total RNA Miniprep Kit（Sigma-Aldrich製）を用いて total RNAを抽出した。抽出

した RNA量は 1 well（12-well plate）あたり 10-15 µgであった。total RNAは Randomプライマーを用い

て逆転写（High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits; Applied Biosystems社製）した。逆転写産物

は、MilliQ waterで 10倍に希釈した。定量 PCRの反応液の組成は、1 well（96-well plate）あたり、 

SYBR® Premix Ex TaqTM (TakaraBio) 5 µL 

ROX Reference Dye (TakaraBio) 0.2 µL 

Primer mix (5 µM each*) 2 µL 

cDNA (1:10 dilution) 3 µL 

* Primer stock forward (100 µM) 5 µL 

Primer stock reverse (100 µM) 5 µL 

MilliQ water 990 µL 

である。 

PCR反応は Applied Biosystems 7300（Life Technologies社製）を用い、以下の条件で行った。 

Stage 1: Denature 

Reps: 1 

95ºC 30 sec 

Stage 2: PCR 

Reps: 40 
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95ºC 5 sec 

60ºC 31 sec 

Stage 3: Melt Curve 

Reps: 1 

95ºC 15 sec 

60ºC 1 min 

95ºC 15 sec 

	
 定量 PCR用プライマーは、オンラインプライマー設計アプリケーション Primer3

（http://bioinfo.ut.ee/primer3/）もしくは Primer-BLAST

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用いて設計した。プライマー配列は Table 2-1にま

とめた。 

 

細胞内 Ca2+流入検出（Ca2+アッセイ） 

（１）	
 HEK293細胞へのプラスミドベクタートランスフェクション 

	
 HEK293細胞を継代する際に、2 x 105/mLの濃度で 60 mm dishあたり 4 mL（以下、同。必要に応じて

スケールアップする）ずつ播種し、培養した。24時間後、Lipofectamine 2000 Reagentを用いて、次の手

順で目的の GPCR（必要に応じて Gαサブユニットも加える）をコードするプラスミドベクターをトランス

フェクションした。 

１. 1.5 mLチューブに 500 µL Opti-MEMに、2 µg GPCRを加えた。Gαサブユニットを使用する場合、

0.4 µg追加した。 

2. 別の 1.5 mLチューブに 500 µL Opti-MEMと 5 µL Lipofectamine 2000 Reagentを混合し、室温で 30

分静置した。 

3. 1と 2を混合し、室温で 20分静置した。 

4. 混合液 1000 µLを細胞培養液に加え、穏やかに撹拌し、24時間培養した。 

（２）	
 細胞の再播種とリガンド刺激 

	
 以下の手順で HEK293細胞を 96-well plate（half-area, black, clear bottom; Greiner Bio-One, cat. # 

675097）に再播種する。 

1. 前日にプラスミドをトランスフェクションした HEK293細胞の培養液を吸引し、PBSを穏やかに加え

た。 

2. PBSを吸引し、1 mL Trypsin/EDTA（予め室温に温めておく）を加えた。 

3. プレートを強めに揺らして軽く剥がれた状態を確認して、2 mL Complete DMEMを加えた。5 mLマ

イクロピペッターで 2、3回サスペンドして 15 mLチューブに移した。細胞懸濁液を一部（~40 µL）取り、

細胞数濃度をカウントした。 

4. 遠心（190 x g、5分）後、上清を吸引し、6 mL PBSを加えた。 

5. 10分静置し、遠心（190 x g、5分）し、上清を吸引した。6.3 x 105 cells/mLとなるように HBSSを加
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え、5 mLマイクロピペッターで 2、3回サスペンドした。 

6. 12連電動マルチチャネルピペット（最大容量 1200 µL、吸引速度 2、排出速度 1に設定）を用いて、96-well 

plateに 1ウェルあたり 80 µLずつ播種した（5.0 x 104 cells/well）。 

7. Calcium 5（Molecular Devices社製）2 mLに 1 M Probenecid（）100 µLを混合した Ca2+蛍光指示薬

を 1ウェルあたり 20 µLずつ播種した。 

8. 室温で 10分間静置し、細胞が底面に均一に沈むのを待って、37ºC CO2インキュベーターに入れ、15

分培養した。 

9. 37ºCに加温しておいたリッキドトランスファーシステム搭載リアルタイム蛍光測定器 FlexStation3

（Molecular Devices社製）に設置し、5分間静置した。 

10. 5倍濃度のリガンドプレートを設置し、リガンド 25 µLを添加しながら蛍光を測定した。FlexStation3

のパラメーターは以下の通りである。 

Flex 

Read Mode 

Fluorescence 

Bottom read 

Wavelengths 

Lm1: Exicitation 485 nm, Emission 525 nm, Cutoff Auto (515 nm) 

Sensitivity 

Reads: 6 

PMT Sensitivity: Medium 

Timing 

Run Time: 60 secs 

Interval: 1.52 secs 

Assay Plate Type 

96 Well Greiner blk/clrbtm 

Wells To Read 

Read entire plate 

Compound Transfer 

 Initial Volume: 200 µL 

Transfers: 1 

Pipette Height: 200 µL 

Volume: 25.0 µL 

Rate: 1 (~16 µL/sec) 

Time Point: 18 secs 

Leave tips on between columns (on only if necessary) 
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Compound Source 

Costar 96 Ubtm clear .3 mL 

Triturate 

Compound Source: On 

Volume: 25 µL 

Cycles: 1 

Assay Plate: Off 

Pipette Tips Layout 

Coumpound & Tip Columns 

Automix 

Before: Off 

AutoCalibrate 

On 

Settling Time 

Off 

Column Wavelenth Priority 

Column Priority 

AutoRead 

 Off 

アンタゴニストアッセイの場合、10倍濃度のアンタゴニスト 12.5 µLを添加し、続けて 10倍濃度のアゴ

ニスト 12.5 µLを添加した。FlexStation3のパラメーターは次の通りである（上記の変更部分のみ）。 

Timing 

 Run Time: 100 secs 

 Interval: 1.52 secs 

Compound Transfer 

 Initial Volume: 200 µL 

Transfers: 1 

Pipette Height: 200 µL 

Volume: 12.5 µL 

Rate: 1 (~16 µL/sec) 

Time Point: 18 secs 

Transfers: 2 

Pipette Height: 230 µL 

Volume: 12.5 µL 

Rate: 1 (~16 µL/sec) 
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Time Point: 54 secs 

Leave tips on between columns: Off 

 

アクチンストレスファイバー形成 

	
 レトロウイルスにより P2Y10（マウス由来）を安定発現させたMcA-RH7777細胞を Collagen Type I（新

田ゼラチン社製）コートした 24-well plateに 1 wellあたり 2.5 x 104細胞ずつ播種した。コントロール細胞

として、空ベクター由来（pMXs-IG）のレトロウイルスを感染させた細胞を用いた。培養 24時間後、上清

を除去し、接着した細胞を PBSで 1度洗浄した。目的の化合物が入った DMEM（0.01% (v/w) BSA、血清

不含）を添加し、1時間 37ºC incubatorで培養した。細胞を 3.7%ホルムアルデヒドで固定し、0.5% (w/w) 

Triton X-100-PBSで膜透過後、Alexa 594-conjugated phalloidin（Life Technologies社製、1.5 µg/mL）と

DAPI（1 µg/mL）を含有した 3% BSA-PBSで染色した。細胞を洗浄後、共焦点顕微鏡（Zeiss LSM 7000, Carl 

Zeiss社製）で蛍光画像を観察した。 

 

アライメントと系統樹作製 

	
 アミノ酸配列のアライメントは、オンラインアプリケーション Clustal W Version 2.1

（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/index.php?lang=ja）を使用した。アミノ酸配列のアライメント表示には

GenetyxMac version 13.1.6を使用した。系統樹の作成には、フリーアプリケーション FigTree v1.3.1

（http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/）を使用した。 

 

 

第五節	
 容量反応曲線とパラメーターの理論的背景 

	
 容量反応（作用）曲線の EC50を比較するだけでは不十分であることが指摘されいている 52,53。最近、Emax

と EC50の比（Emax/EC50）およびその相対値が、Intrinsic relative activity（RAi）を表す有用なパラメータ

ーとして広く受け入れられつつある。ここでは、その理論背景と数値計算例（Fig. 2-7, 2-8, 2-9, 2-10）を以

下記載する。 

	
 Dose-response curveは 4つのパラメーター（Emax, EC50, n, P）により決定される R = f (X)の関数である。

すなわち 

R =
X! ∙ E!"#
X! + EC!"

! + P 

パラメーター 

	
 X：化合物濃度、R：作用（AP-TGFα切断量） 

	
 Emax：最大反応、EC50：50%効果濃度、n：Hill係数、P：定常値 

	
 TGFα切断アッセイにおいて、n ≈ 1, P ≈ 0の値を示すことが多い。 

 

	
 一方、Operational modelにおいて（ここで定常値 P = 0とする）、 
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S =
X ⋅ ε! ⋅ R!
X + K!

 

X：化合物濃度、RT：受容体濃度、KX：解離定数（dissociation constant） 

εX (epsilon)：内因活性（intrinsic activity） 

 

R =
S! ∙M!"!

S! + K!!
 

Msys：反応系の最大応答値、KE：反応系の感度（sensitivity of stimulus-response function）、m：変換係数

（transducer slope factor、Hill係数とは必ずしも一致しない） 

 

R =
X! ∙M!"!

X! + X + K! !

τ!!
=

M!"!

1 +
1 + K!

X
τ!

! 

τ! =
ε! ∙ R!
K!

 

パラメーター 

	
 X：化合物濃度 

	
 τX：効率（efficacy）、m：変換係数（transducer slope factor） 

	
 KX：解離定数（dissociation constant）、Msys：反応系の最大応答値 

 

	
 従って、Operational modelにおける R = g (X)の関数から、決定されるパラメーターは 3種類（τX, m, Msys 

このうちMsysは複数のアゴニストで共通）である。KXは競合阻害実験で推定可能であり、 

K! =
I!

CR − 1
 

パラメーター 

	
 IX：競合阻害実験の化合物 Xの濃度 

	
 CR：ラベル体リガンドの EC50（化合物 X存在下）／ラベル体リガンドの EC50（化合物 X非存在下） 

 

RAiの定義 

RA! =

ε!
K!
ε!"#
K!"#

 

パラメーター 

	
 εX, εstd (epsilon)：内因活性の観測値（observed intrinsic activity） 

	
 KX, Kstd：乖離定数の観測値（observed dissociation constant） 



 

 39 

 

	
 同じ GPCR発現細胞において、受容体発現量 RTと反応系感度 KEは共通であるので、 

RA! =

τ!
K!
τ!"#
K!"!

 

 

変換係数 mが 1に等しい（m = 1）場合、Hill係数が 1となり（n = 1）、 

RA! =

E!"#!
EC!"!
E!"#!"#
EC!"!"#

 

	
 上記は、Hill係数が 1でない場合も、両者が等しく（nX = nstd）かつ Emaxが等しければ（EmaxX = Emaxstd）

適応可能。 

	
 なお、この際、 

E!"# =
τ! ⋅M!"!

τ! + 1
 

EC!" =
K!

τ! + 1
 

E!"#!
EC!"!

=
τ! ⋅M!"!

K!
 

τ! =
K! ⋅ E!"#!
M!"! ⋅ EC!"!

 

 

	
 次に、GPCRとキメラ Gαサブユニット（GαAと GαBを比較）を共発現させ、同一のアゴニスト Xで刺激

する場合を考える。解離定数 KXと内因活性 εXは共通であり、キメラ Gαサブユニットは GPCRの発現量は

ほとんど影響を与えない（結果に記載）く、受容体発現量 RTも一定であるので、 

 

τ!!
τ!!

=

ε!! ∙ R!!
K!!

ε!! ∙ R!!
K!!

=   
K!!
K!!

 

 

Emax/EC50の比を表すパラメーターRAi’を 

 

RA!! =

E!"#!
EC!"!
E!"#!
EC!"!
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と定義する。 

 

RA!! =   

τ!! ⋅M!"!!

K!!
τ!! ⋅M!"!!

K!!

=   

M!"!!

K!!
M!"!!

K!!

 

さらに 

M!"!! = M!"!! 

を仮定すると 

 

RA!! =
K!!
K!!

 

 

	
 すなわち、Emaxと EC50の比の相対値を求めることで、キメラ Gαサブユニット共発現による反応系感度

KEの相対値を求めることができる。 
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O
P

O
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TACE
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in a 96-well plate

(90 µL/well)
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(10X concentration)

(10 µL)

0.5 h 1 h

0h
and
1 h

Media (80 µL) Cell (20 µL)

OD405

Light
λ = 405 nm

Transfer of
conditioned media

(80 µL)

Addition of p-NPP solution
to both media and cell

(80 µL)

Measurement
of absorbance

Mock
transfection
(control)

Receptor
transfection

GPCR

Extracellular

Intracellular

pro-AP-TGFα

ectodomain
shedding

AP-TGFα

p-NPP

p-NP (Yellow)

Ligand

HEK293 cells

Ligand
p-NPP p-NPp-NPP p-NP

HEK293 cells

Ligand
p-NPP p-NPp-NPP p-NP

A

B

Fig.2-1　TGFα切断アッセイの原理と手法

（A） TGFα切断アッセイの原理。 GPCR シグナルの下流で膜型プロテアーゼ TACE が活性化され、 膜

貫通前駆体 AP-TGFα（pro-AP-TGFα） のエクトドメイン切断を引き起こす。 遊離 AP-TGFα量 （すなわ

ち AP-TGFα切断量） は、 培養上清の AP 活性を p-NPP を基質とした呈色反応で定量される。 （B）

TGFα切断アッセイの手法。 AP-TGFαのみを発現細胞させた細胞 （Mock） と AP-TGFαと GPCR を発

現させた細胞 （Receptor） をそれぞれ調製し、 96-well plate に播種し、 30 分間培養する。 リガンドを

添加し、 さらに 1 時間培養する。 上清を別の 96-well plate に移し、 p-NPP 溶液を加える。 AP 反応 1

時間の前後にマイクロプレート対応吸光度計で OD405 を測定する。
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          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100
  ATGGTCCCCTCGGCTGGACAGCTCGCCCTGTTCGCTCTGGGTATTGTGTTGGCTGCGTGCCAGGCCTTGGAGAACAGCACGTCCCCGCTGAGTGCAGACC
   M  V  P  S  A  G  Q  L  A  L  F  A  L  G  I  V  L  A  A  C  Q  A  L  E  N  S  T  S  P  L  S  A  D  

         110       120       130       140       150       160       170       180       190       200
  CGCCCGTGGCTGCAGCAGTGGTGTCCCGATCCGGAATCATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGACTTCTGGAACCGCGAGGCAGCCGAGGCCCTGGGTGC
  P  P  V  A  A  A  V  V  S  R  S  G  I  I  P  V  E  E  E  N  P  D  F  W  N  R  E  A  A  E  A  L  G  A

         210       220       230       240       250       260       270       280       290       300
  CGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGAACCTCATCATCTTCCTGGGCGATGGGATGGGGGTGTCTACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTA
    A  K  K  L  Q  P  A  Q  T  A  A  K  N  L  I  I  F  L  G  D  G  M  G  V  S  T  V  T  A  A  R  I  L 

         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400
  AAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTGGCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATG
   K  G  Q  K  K  D  K  L  G  P  E  I  P  L  A  M  D  R  F  P  Y  V  A  L  S  K  T  Y  N  V  D  K  H  

         410       420       430       440       450       460       470       480       490       500
  TGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTGGCTTGAGTGCAGCCGCCCGCTTTAACCAGTGCAA
  V  P  D  S  G  A  T  A  T  A  Y  L  C  G  V  K  G  N  F  Q  T  I  G  L  S  A  A  A  R  F  N  Q  C  N

         510       520       530       540       550       560       570       580       590       600
  CACGACACGCGGCAACGAGGTCATCTCCGTGATGAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTGGGAGTGGTAACCACCACACGAGTGCAGCACGCCTCG
    T  T  R  G  N  E  V  I  S  V  M  N  R  A  K  K  A  G  K  S  V  G  V  V  T  T  T  R  V  Q  H  A  S 

         610       620       630       640       650       660       670       680       690       700
  CCAGCCGGCACCTACGCCCACACGGTGAACCGCAACTGGTACTCGGACGCCGACGTGCCTGCCTCCGCCCGCCAGGAGGGGTGCCAGGACATCGCTACGC
   P  A  G  T  Y  A  H  T  V  N  R  N  W  Y  S  D  A  D  V  P  A  S  A  R  Q  E  G  C  Q  D  I  A  T  

         710       720       730       740       750       760       770       780       790       800
  AGCTCATCTCCAACATGGACATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAAAGTACATGTTTCGCATGGGAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAG
  Q  L  I  S  N  M  D  I  D  V  I  L  G  G  G  R  K  Y  M  F  R  M  G  T  P  D  P  E  Y  P  D  D  Y  S

         810       820       830       840       850       860       870       880       890       900
  CCAAGGTGGGACCAGGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCTGGCGAAGCGCCAGGGTGCCCGGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAG
    Q  G  G  T  R  L  D  G  K  N  L  V  Q  E  W  L  A  K  R  Q  G  A  R  Y  V  W  N  R  T  E  L  M  Q 

         910       920       930       940       950       960       970       980       990      1000
  GCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAGATCCACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGA
   A  S  L  D  P  S  V  T  H  L  M  G  L  F  E  P  G  D  M  K  Y  E  I  H  R  D  S  T  L  D  P  S  L  

        1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100
  TGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCCTGCTGAGCAGGAACCCCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGGAGGGTGGTCGCATCGACCATGGTCATCATGAAAG
  M  E  M  T  E  A  A  L  R  L  L  S  R  N  P  R  G  F  F  L  F  V  E  G  G  R  I  D  H  G  H  H  E  S

        1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200
  CAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGGCGGGCCAGCTCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACT
    R  A  Y  R  A  L  T  E  T  I  M  F  D  D  A  I  E  R  A  G  Q  L  T  S  E  E  D  T  L  S  L  V  T 

        1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300
  GCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTGGCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACA
   A  D  H  S  H  V  F  S  F  G  G  Y  P  L  R  G  S  S  I  F  G  L  A  P  G  K  A  R  D  R  K  A  Y  

        1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400
  CGGTCCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCCCGGCCGGATGTTACCGAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCA
  T  V  L  L  Y  G  N  G  P  G  Y  V  L  K  D  G  A  R  P  D  V  T  E  S  E  S  G  S  P  E  Y  R  Q  Q

        1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500
  GTCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGCGGCCCGCAGGCGCACCTGGTTCACGGCGTGCAGGAGCAG
    S  A  V  P  L  D  E  E  T  H  A  G  E  D  V  A  V  F  A  R  G  P  Q  A  H  L  V  H  G  V  Q  E  Q 

        1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600
  ACCTTCATAGCGCACGTCATGGCCTTCGCCGCCTGCCTGGAGCCCTACACCGCCTGCGACCTGGCGCCCCCCGCCGGCACCACCGACGCCGCGCACCCGG
   T  F  I  A  H  V  M  A  F  A  A  C  L  E  P  Y  T  A  C  D  L  A  P  P  A  G  T  T  D  A  A  H  P  

        1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700
  GTTATCATGACTGCCCAGATTCCCACACTCAGTTCTGCTTCCATGGAACCTGCAGGTTTTTGGTGCAGGAGGACAAGCCAGCATGTGTCTGCCATTCTGG
  G  Y  H  D  C  P  D  S  H  T  Q  F  C  F  H  G  T  C  R  F  L  V  Q  E  D  K  P  A  C  V  C  H  S  G

        1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800
  GTACGTTGGTGCACGCTGTGAGCATGCGGACCTCCTGGCCGTGGTGGCTGCCAGCCAGAAGAAGCAGGCCATCACCGCCTTGGTGGTGGTCTCCATCGTG
    Y  V  G  A  R  C  E  H  A  D  L  L  A  V  V  A  A  S  Q  K  K  Q  A  I  T  A  L  V  V  V  S  I  V 

        1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900
  GCCCTGGCTGTCCTTATCATCACATGTGTGCTGATACACTGCTGCCAGGTCCGAAAACACTGTGAGTGGTGCCGGGCCCTCATCTGCCGGCACGAGAAGC
   A  L  A  V  L  I  I  T  C  V  L  I  H  C  C  Q  V  R  K  H  C  E  W  C  R  A  L  I  C  R  H  E  K  

        1910      1920      1930      1940      1950      
  CCAGCGCCCTCCTGAAGGGAAGAACCGCTTGCTGCCACTCAGAAACAGTGGTCtga                                            
  P  S  A  L  L  K  G  R  T  A  C  C  H  S  E  T  V  V  * 

TGFα (1-127, corresponding to 1-127 of TGFA ORF)

linker (128-135)
AP (136-1599, corresponding to 67-1518 of ALPP ORF)

signal peptide (1-23 aa) cleaved peptide (24-39 aa)

mature protein (40-651 aa)

linker (1600-1606)
TGFα (1607-1956, corresponding to 134-483 of TGFA ORF )

transmembrane region (590-612 aa)
mature, soluble protein (40-580 aa)

ectodomain shedding site

intracellular region (613-651 aa)

Fig.2-2　AP-TGFαの構造

本研究に用いた AP-TGFαコンストラクトは、 最初に報告された 48 アルカリホスファターゼ融合 EGF ファミリーのコンストラクト

（HB-EGF の N 末配列） と異なり、 TGFαの N 末配列が使用されている。 TGFαの N 末配列を持つコンストラクトの方が

AP-TGFαの発現効率が高い （愛媛大 ・医 ・東山繁樹教授、 私信）。 細胞膜 （Plasma membrane） 上に輸送された

AP-TGFαは 40-651 アミノ酸（amino acids, aa）を持つ。 TACE により切断された遊離型 AP-TGFαは 40-580 アミノ酸となる。
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X = s, i1, i3, o, z

Gαq GαX

Fig.2-3　TGFα切断アッセイのメカニズム

（A） Gαq/11 共役型受容体および Gα12/13 共役型受容体の場合。 Gαq/11 シグナルは PLC-PKC 経路を

介して TACE の活性化と膜貫通前駆体 AP-TGFα（pro-AP-TGFα） のエクトドメイン切断を引き起こす。

Gα12/13 シグナルは RhoA-ROCK 経路を介して pro-AP-TGFαのエクトドメイン切断を引き起こす。

Inverse agonist は GPCR の平衡状態を不活性型に傾け、 Neutral antagonist は平衡状態に影響を与

えずリガンド結合を阻害する。 （B） Gαs 共役型受容体および Gαi/o 共役型受容体の場合。 共発現させ

た Gαサブユニット （キメラまたは Gα16） が GPCR により活性化されると、 PLC-PKC 経路を介して

pro-AP-TGFαのエクトドメイン切断が誘導される。
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Fig.2-4　データ解析の手順

AP-TGFαのみを発現細胞させた細胞 （Mock） と AP-TGFαとヒスタミン H1R を発現させた細胞 （H1R） のデータ例。 プロト

コールに記載された手法で、 培養上清プレート （AP activity in conditioned media） と細胞プレート （AP activity on cell 
surface）の吸光度を測定する。 次に、培養上清の AP 活性の割合（Relative AP activity in conditioned media）を算出する。

Mock と H1R について、それぞれ無刺激群 （0 M Histamine） の値 （dotted lines） を引き算し、AP-TGFα放出量を算出する。

このプロットに対し、 four-parameter sigmoid curve をフィットさせることで、 容量反応曲線を得る （Dose-resopnse curve）。
EC50 と Emax は four-parameter sigmoid curve から算出される。
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      1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800
TCTCATCATTTTGGCAAAGAATTGAGCTCCCGGGTACCGAATTCAGCTGCGTCAGTACGAGCTGCTCTGACTCGAGATCGATGGCCAATGCCCTGGCTCA
                                               L  R  Q  Y  E  L  L  *
                                    /        /                        /
                                KpnI    PvuII                     XhoI

              1                                                                               1056
caggtaccgccaccATGACTCTGGAGTCCATCATGGCGTGCTGCCTGAGCGAGGAG......CTTTGCTGCCGTCAAGGACACCATCCTCCAGTTGAA
               M  T  L  E  S  I  M  A  C  C  L  S  E  E        F  A  A  V  K  D  T  I  L  Q  L  N 
      /
  KpnI  Kozak sequence

Procedure of pCAGGS/Gαq/s construction

1. Digestion of pCAGGS-MCS (A) with EcoRI and XhoI

2. Ligation with linker oligo nucleotides encoding 7 C-terminal amino acids (B, underlined)

3. Digestion of pCAGGS/Gαs-C (B) with KpnI and PvuII

   (Note that PvuII (recognition sequence: CAG|CTG) produces a blunt end)

4. PCR amplification of the Gαq fragment (C) and digestion with KpnI

   (Note that we used PrimeStarTM polymerase, which does not add an adenine at the 3’ end)

5. Ligation of the digested Gαq fragment with the digested pCAGGS/Gαs-C (D)

      1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800
TCTCATCATTTTGGCAAAGAATTGAGCTCCCGGGTACCGAATTCGATATCGCGGCCGCTCGAGGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAAGACCTGTAGATCG
                                      /                  /
                                 EcoRI               XhoI

      1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800
tctcatcattttggcaaagaattgagctcccgggtaccgccaccATGACTCTGGAGTCCATCATGGCGTGCTGCCTGAGCGAGGAGGCCAAGGAAGCCCG
                                             M  T  L  E  S  I  M  A  C  C  L  S  E  E  A  K  E  A  R
                                    /
                                KpnI
...

      2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790      2800
CAGTGACAAAATTATCTACTCCCACTTCACGTGCGCCACAGACACCGAGAATATCCGCTTTGTCTTTGCTGCCGTCAAGGACACCATCCTCCAGTTGAAC
  S  D  K  I  I  Y  S  H  F  T  C  A  T  D  T  E  N  I  R  F  V  F  A  A  V  K  D  T  I  L  Q  L  N 

      2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880      2890      2900
CTGCGTCAGTACGAGCTGCTCTGActcgagatcgatggccaatgccctggctcacaaataccactgagatctttttccctctgccaaaaattatggggac
 L  R  Q  Y  E  L  L  *
                        /
                    XhoI

A

B

C

D

Fig.2-5　キメラ Gαサブユニットの作製手順

代表例として Gαq/s の作製手順を示す。 他のキメラ Gαサブユニットも同様である。 C 末端 7 アミノ酸配

列を組み込んだ pCAGGS ベクターと Gαサブユニット骨格を組み合わせることで、 任意のキメラ Gαサブ

ユニットを作製可能である。
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          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100
  ATGACTCTGGAGTCCATCATGGCGTGCTGCCTGAGCGAGGAGGCCAAGGAAGCCCGGCGGATCAACGACGAGATCGAGCGGCAGCTCCGCAGGGACAAGC
   M  T  L  E  S  I  M  A  C  C  L  S  E  E  A  K  E  A  R  R  I  N  D  E  I  E  R  Q  L  R  R  D  K  

         110       120       130       140       150       160       170       180       190       200
  GGGACGCCCGCCGGGAGCTCAAGCTGCTGCTGCTCGGGACAGGAGAGAGTGGCAAGAGTACGTTTATCAAGCAGATGAGAATCATCCATGGGTCAGGATA
  R  D  A  R  R  E  L  K  L  L  L  L  G  T  G  E  S  G  K  S  T  F  I  K  Q  M  R  I  I  H  G  S  G  Y

         210       220       230       240       250       260       270       280       290       300
  CTCTGATGAAGATAAAAGGGGCTTCACCAAGCTGGTGTATCAGAACATCTTCACGGCCATGCAGGCCATGATCAGAGCCATGGACACACTCAAGATCCCA
    S  D  E  D  K  R  G  F  T  K  L  V  Y  Q  N  I  F  T  A  M  Q  A  M  I  R  A  M  D  T  L  K  I  P 

         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400
  TACAAGTATGAGCACAATAAGGCTCATGCACAATTAGTTCGAGAAGTTGATGTGGAGAAGGTGTCTGCTTTTGAGAATCCATATGTAGATGCAATAAAGA
   Y  K  Y  E  H  N  K  A  H  A  Q  L  V  R  E  V  D  V  E  K  V  S  A  F  E  N  P  Y  V  D  A  I  K  

         410       420       430       440       450       460       470       480       490       500
  GTTTATGGAATGATCCTGGAATCCAGGAATGCTATGATAGACGACGAGAATATCAATTATCTGACTCTACCAAATACTATCTTAATGACTTGGACCGCGT
  S  L  W  N  D  P  G  I  Q  E  C  Y  D  R  R  R  E  Y  Q  L  S  D  S  T  K  Y  Y  L  N  D  L  D  R  V

         510       520       530       540       550       560       570       580       590       600
  AGCTGACCCTGCCTACCTGCCTACGCAACAAGATGTGCTTAGAGTTCGAGTCCCCACCACAGGGATCATCGAATACCCCTTTGACTTACAAAGTGTCATT
    A  D  P  A  Y  L  P  T  Q  Q  D  V  L  R  V  R  V  P  T  T  G  I  I  E  Y  P  F  D  L  Q  S  V  I 

         610       620       630       640       650       660       670       680       690       700
  TTCAGAATGGTCGATGTAGGGGGCCAAAGGTCAGAGAGAAGAAAATGGATACACTGCTTTGAAAATGTCACCTCTATCATGTTTCTAGTAGCGCTTAGTG
   F  R  M  V  D  V  G  G  Q  R  S  E  R  R  K  W  I  H  C  F  E  N  V  T  S  I  M  F  L  V  A  L  S  

         710       720       730       740       750       760       770       780       790       800
  AATATGATCAAGTTCTCGTGGAGTCAGACAATGAGAACCGAATGGAGGAAAGCAAGGCTCTCTTTAGAACAATTATCACATACCCCTGGTTCCAGAACTC
  E  Y  D  Q  V  L  V  E  S  D  N  E  N  R  M  E  E  S  K  A  L  F  R  T  I  I  T  Y  P  W  F  Q  N  S

         810       820       830       840       850       860       870       880       890       900
  CTCGGTTATTCTGTTCTTAAACAAGAAAGATCTTCTAGAGGAGAAAATCATGTATTCCCATCTAGTCGACTACTTCCCAGAATATGATGGACCCCAGAGA
    S  V  I  L  F  L  N  K  K  D  L  L  E  E  K  I  M  Y  S  H  L  V  D  Y  F  P  E  Y  D  G  P  Q  R 

         910       920       930       940       950       960       970       980       990      1000
  GATGCCCAGGCAGCCCGAGAATTCATTCTGAAGATGTTCGTGGACCTGAACCCAGACAGTGACAAAATTATCTACTCCCACTTCACGTGCGCCACAGACA
   D  A  Q  A  A  R  E  F  I  L  K  M  F  V  D  L  N  P  D  S  D  K  I  I  Y  S  H  F  T  C  A  T  D  

        1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080
  CCGAGAATATCCGCTTTGTCTTTGCTGCCGTCAAGGACACCATCCTCCAGTTGAACCTGAAGGAGTACAATCTGGTCTAA                    
  T  E  N  I  R  F  V  F  A  A  V  K  D  T  I  L  Q  L  N  L  K  E  Y  N  L  V  * 

WT GNAQ (Original construct)
142 GGAGAGAGTGGCAAGAGTACGTTTA 166
     G  E  S  G  K  S  T  F

Silent mutated GNAQ (Escape construct)
142 GGGGAGAGCGGAAAGAGCACCTTCA 166
     G  E  S  G  K  S  T  F

Fig.2-6　Gαq サイレント変異 （GNAQ RNAi 耐性） コンストラクト

GNAQ siRNA (#1) 存在下、Gαq （キメラ Gαサブユニット） を発現させる目的のコンストラクト。 枠で囲っ

た部分が GNAQ siRNA (#1) 標的配列である。 6 カ所にサイレント変異を導入した。
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Effects of KX

ε = 1
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RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) Hill

1 1 1 9.90 99.0 1.000

0.01 0.01 0.01 500 50.0 1.000

0.1 0.1 0.1 90.9 90.9 1.000

10 10 10 0.999 99.9 1.000

100 100 100 0.100 100 1.000

ε

1 1 1 9.90 99.0 1.000

0.5 1 3.17 3.12 99.0 0.748

1.5 1 0.570 17.3 98.5 1.125

2.0 1 0.395 24.8 98.0 1.198

2.5 1 0.301 32.4 97.4 1.246

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) Hillm

1 1 1 9.90 99.0 1.000

0.01 100 100 0.0990 99.0 1.000

0.1 10 10 0.990 99.0 1.000

10 0.1 0.1 99.0 99.0 1.000

100 0.01 0.01 990 99.0 1.000

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) HillKX

Fig.2-7　Operational Model のパラメーターε, m, KX による影響 （KE = 0.01）
シグナル増幅効率の高い （KE = 0.01） アッセイ系 （GPCR 活性から遠位のイベント） を想定。 Operational Model のパラメー

ターのうち、 （A）ε（内因活性、 intrinsic activity） （B） m （変換係数、 transducer slope factor） （C） Kx （解離定数、

dissociation constant） の値による容量反応曲線およびシグモイド曲線のパラメーターの変化。 リガンドが異なる場合やリガ

ンドは同じで GPCR とキメラ Gαサブユニットの共役能が異なる場合が想定条件である。 RAi （Intrinsic relative activity） と

Relative Emax/EC50は、εやKXの値には依存せず完全に一致する。 一方、RAiとRelative Emax/EC50は、mの値に依存する。

m≠1 の場合も、 各リガンドの容量反応曲線の Hill slope が一定 （m の値が一定とほぼ同じ） かつ Emax が一定であれば、

近似的に RAi と Relative Emax/EC50 はほぼ一致する。
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Effects of KE
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Effects of RT

ε = 1
m = 1
KX = 1 µM
KE = 0.01

0.01 1 1 9.90 99.0 1.000

0.0001 1 100 0.100 100 1.000

0.001 1 10 0.999 99.9 1.000

0.1 1 0.1 90.9 90.9 1.000

1 1 0.01 500 50.0 1.000

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) HillKE

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) HillRT

1 1 1 9.90 99.0 1.000

0.01 1 0.01 500 50.0 1.000

0.1 1 0.1 90.9 90.9 1.000

10 1 10 0.999 99.9 1.000

100 1 100 0.100 100 1.000

Fig.2-8　Operational Model のパラメーター KE, RT による影響

Operational Model のパラメーターのうち、（A） KE （反応系の感度、sensitivity of stimulus-response function） （B） RT （受

容体濃度、 Total receptor） の値による容量反応曲線およびシグモイド曲線のパラメーターの変化。 RAi （Intrinsic relative 
activity） と Relative Emax/EC50 は、 KE や RT の値には依存せず完全に一致する。
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Effects of KX

ε = 1
m = 1
KE = 1
RT = 1

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) Hill

1 1 1

0.01 0.01 0.01

0.1 0.1 0.1

10 10 10

100 100 100

ε

1 1

0.5 1

1.5 1

2.0 1

2.5 1

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) Hillm

1 1 1 1.000

0.01 100 100 1.000

0.1 10 10 1.000

10 0.1 0.1 1.000

100 0.01 0.01 1.000

RAi
Relative

Emax/EC50

EC50
(nM)

Emax
(%) HillKX

500 50.0 1.000

990 0.990 1.000

909 9.09 1.000

90.9 90.9 1.000

9.90 99.0 1.000

1 500 50.0 1.000

4.49 157 70.6 0.741

0.405 871 35.3 1.127

0.200 1250 25.0 1.201

0.108 1630 17.6 1.249

500 50.0

5.00 50.0

50.0 50.0

5000 50.0

50000 50.0

Fig.2-9　Operational Model のパラメーターε, m, KX による影響 （KE = 1）
シグナル増幅効率の低い （KE = 1） のアッセイ系 （GPCR の直下のイベント） を想定。 Operational Model のパラメーター

のうち、 （A）ε（内因活性、 intrinsic activity） （B） m （変換係数、 transducer slope factor） （C） Kx （解離定数、

dissociation constant） の値による容量反応曲線およびシグモイド曲線のパラメーターの変化。 リガンドが異なる場合やリガ

ンドは同じで GPCR とキメラ Gαサブユニットの共役能が異なる場合が想定条件である。 RAi （Intrinsic relative activity） と

Relative Emax/EC50は、εやKXの値には依存せず完全に一致する。 一方、RAiとRelative Emax/EC50は、mの値に依存する。

m ≠ 1 の場合も、 各リガンドの容量反応曲線の Hill slope が一定 （m の値が一定とほぼ同じ） かつ Emax が一定であれば、

近似的に RAi と Relative Emax/EC50 はほぼ一致する。
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Effects of ε and KX
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Emax
(%) Hill

1 1 1

0.01 0.01 0.0010

0.1 0.1 0.0552

10 10 10.9

100 100 110

ε

227 82.4 1.203

2250 0.821 1.214

1240 24.9 1.210

24.8 97.9 1.198

2.50 99.8 1.194

1 1 1 227 82.4 1.203

0.01 100 100 2.28 82.7 1.194

0.1 10 9.99 22.8 82.6 1.198

10 0.1 0.100 2250 82.1 1.214

100 0.01 0.0102 22000 81.3 1.240
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Relative
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(%) HillKX
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Emax
(%) Hillε, KX

1 1 1 227 82.4 1.203

0.01 1 0.0999 22.8 0.826 1.198

0.1 1 0.550 125 24.9 1.201

10 1 1.09 247 97.7 1.204

100 1 1.10 249 99.5 1.204

Fig.2-10　Operational Model のパラメーターε, KX による影響

（A-B） シグナル増幅効率の中程度 （KE = 0.1） のアッセイ系を想定。 Operational Model のパラメーターのうち、 m （変換

係数、 transducer slope factor） = 2 に固定、 （A）ε（内因活性、 intrinsic activity） （B） KX （解離定数、 dissociation 
constant） （C）ε/KE = 1 の値による容量反応曲線およびシグモイド曲線のパラメーターの変化。 リガンドが異なる場合やリガ

ンドは同じで GPCR とキメラ Gαサブユニットの共役能が異なる場合が想定条件である。 RAi （Intrinsic relative activity） と

Relative Emax/EC50 は、εや KX の値には依存せず完全に一致する。 m≠1 の場合も、 各リガンドの容量反応曲線の Hill 
slope が一定 （m の値が一定とほぼ同じ）かつ Emax が一定であれば、近似的に RAi と Relative Emax/EC50 はほぼ一致する。
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Sequence

Target gene Gene symbol Forward primer Reverse primer

Gαq GNA12 5’-ACCGAATGGAGGAAAGCAAGG-3’ 5’-CATCTCTCTGGGGTCCATCATATTC-3’

Gα11 GNA13 5’-CAGCGAATACGACCAAGTCC-3’ 5’-ACCAGGGGTAGGTGATGATG-3’

Gα14 GNA13 5’-TCACCTACCCCTGGTTTCTG-3’ 5’-GACATCCTGTTTCGGTCCTG-3’

Gα16 GNA15 5’-GCCAGAAGTCAGAGCGTAAG-3’ 5’-TGACGGATGTGCTTTTGAAC-3’

Gα12 GNA12 5’-GAGGGATTCTGGCATCAGG-3’ 5’-CGATCCGGTCCAAGTTGTC-3’

Gα13 GNA13 5’-CCTGGATAACTTGGATAAACTTGG-3’ 5’-TTCATGGATGCCTTTGGTG-3’

RhoA RHOA 5’-AGTCAAGCATTTCTGTCCCAAC-3’ 5’-CTCTGCCTTCTTCAGGTTTCAC-3’

β-actin ACTB 5’-ATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTC-3’ 5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGACA-3’

GAPDH GAPDH 5’-GCCAAGGTCATCCATGACAACT-3’ 5’-GAGGGGCCATCCACAGTCTT-3’

Target gene Gene symbol siRNA construct Target sequence Catalog number

Gαq GNAQ GNAQ (#1) 5’-GGAGAGAGUGGCAAGAGUACGUUUA-3’ GNAQHSS104236

GNAQ (#2) 5’-CCCUUUGACUUACAAAGUGUCAUUU-3’ GNAQHSS104237

Gα11 GNA11 GNA11 (#1) 5’-CCGGCAUCAUCGAGUACCCUUUCGA-3’ GNA11HSS178464

GNA11 (#2) 5’-GCAUCAGUACGUCAGUGCCAUCAAG-3’ GNA11HSS104213

Gα12 GNA12 GNA12 (#1) 5’-CCAAGGGAAUUGUGGAGCAUGACUU-3’ GNA12-HSS178466

GNA12 (#2) 5’-CCAUCGUCAACAACAAGCUCUUCUU-3’ GNA12MSS204749

Gα13 GNA13 GNA13 (#1) 5’-CAGAAGCCCUUAUACCACCACUUCA-3’ GNA13-HSS173827

GNA13 (#2) 5’-GCAGCCCAAGGAAUGGUGGAAACAA-3’ GNA13-HSS116479

RhoA RHOA 5’-CCUCUCCUACCCAGAUACCGAUGUU-3’ RHOA-VHS40471

TACE ADAM17 5’-CAGAAUCGUGUUGACAGCAAAGAAA-3’ ADAM17-HSS186181

A

B

Table 2-1　本研究で用いた siRNA の標的塩基配列および定量 PCR 用プライマーの塩基配列
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