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論文内容の要旨

【目的】

ド、ーパミントランスポーターは， ドーパミン作動性ニューロンの神経終末よりシナプス間隙に放出されたドーパミ

ンを，速やかに細胞内へ取り込む膜蛋白で，その主な役割はドーパミンによる神経伝達を終了させることにある。麻

薬のコカインは， ドーパミントランスポーターと特異的に結合し， ドーパミンの取り込みを阻害する。またパーキン

ソ病誘発毒 MPP+ は， ドーパミントランスポーターを介して，特異的に細胞内に取り込まれ，黒質のドーパミン作

動性ニューロンを選択的に変性させる口このようにドーパミントランスポーターは，脳のドーパミン神経系に関連す

る疾患や病態と密接な関わりを持つ分子である。しかしこの蛋白質の高い疏水性と希少性から，精製，単離には困

難を要していた。本研究ではドーパミントランスポーターの cDNA を単離しアミノ酸の一次構造を明らかにする

とともに，その脳内分布と薬理学的特徴を解析した口

【方法ならびに結果】

ド、ーパミン作動性ニューロンが最も豊富に存在するラット中脳の黒質と腹側被蓋野から mRNA を抽出し ， ÀZAP

を vector とする cDNA ライブラリーを作成した。 GABA トランスポーターとノルアドレナリントランスポーター

に共通なアミノ酸配列を基に合成したオリゴヌクレオチド、をプローブとして，この cDNA ライブラリーをスクリー

ニングし， 27個のクローンを得た。それぞれのクローンの cRNA を，アフリカツメガエル卵母細胞に注入し発現

させ， [3HJ ドーパミンの細胞内への取り込みを測った。その中で， 1 つのクローンの cRNA を注入した卵母細胞

が，非常に高い特異的なドーパミンの取り込みを示しかっこの取り込みはコカイン存在下で阻害された。このクロー

ンの塩基配列を決定したところ，全長3.4kb で619個のアミノ酸からなる蛋白質をコードしていた。またこの蛋白質

には，疏水性アミノ酸20数個よりなる膜貫通部位と考えられる領域が， 12箇所存在した。そのアミノ酸配列は GABA

トランスポーターとは45% ， ノルアドレナリントランスポーターとは67%の相向性を示した。アフリカツメガエル卵

母細胞発現系や COS 細胞発現系を用いて，さらに詳細な薬理学的解析を行った結果， [3HJ ドーパミンの取り込み

に関する親和性 Km は1. 19μM で，この取り込みは Na+ ， Cl-，温度に依存性であった。またコカインの類似体で
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ある [3HJ CFT の結合における解離定数 Kd は46.5nM であった。これらの結果は実際ラット脳の線条体のシナプ

トゾーム分画や膜分画を用いた実験におけるドーパミントランスポーターの薬理学的特性とよく一致していることか

ら，このクローンがドーパミントランスポーターであることを確認した。次にノーザンブロット解析を行ったところ，

中脳で3.7kb の 1 本のバンドが認められるのに対して，大脳皮質や小脳ではドーパミントランスポーターの mRNA

は，検出されなかった。さらに詳しい脳内局在を in situ ハイブリダイゼーション法により検討したところ，このト

ランスポーターの mRNA は，脳内に数カ所存在するドーパミン神経細胞群の中でも，中脳の黒質と腹側被蓋野の

ド、パーミン細胞群にのみ限局して発現しており，視床下部や嘆球などのドーパミン細胞系ではその発現はほとんど認

められなかった。また中脳のドーパミン細胞群の中では，黒質の pars com pacta，腹側被蓋野の parabrachialis

pigmentosus の細胞で特に強い発現が観察された。

【総括】

ド、ーパミントランスポーターの cDNA を単離しその一次構造を明かにした。さらに，アフリカツメガエル卵母

細胞発現系や COS 細胞発現系を用いて，コカインが実際にドーパミントランスポーターに直接結合し， ドーパミン

の取り込みを阻害することを示した口また in situ ハイブイダイゼーションによって，このトランスポーターの

mRNA が脳内のドーパミン細胞群の中でも，黒質と腹側被蓋野に限局して発現しているこを明らかにした。この結

果は， MPTP などの選択的神経毒により作成されたパーキンソン病モデル動物やヒトのパーキンソン病患者におい

て，黒質のドーパミン細胞が，他の領域のドーパミン細胞に比べて，選択的に強く変性しているという病理学的所見

と何らかの関係があると考えられる。

論文審査の結果の要旨

ド、ーパミントランスポーターは麻薬のコカインやノfーキンソン病誘発毒素 MPP+ の標的分子である。本研究はこ

のドーパミントランスポーターの cDNA を単離しそのアミノ酸の一次構造を初めて明かにすると同時に， COS 細

胞や，アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて，コカインが実際にこのトランスポーターに結合して， ドーパミ

ンの取り込みを阻害することを証明した。更にのドーパミントランスポーターの mRNA は脳内のドーパミン細胞

群の中でも，中脳の黒質や腹側被蓋野に限局して発現していることを明かにした。これらの知見は， ドーパミンによ

る神経伝達の停止機序のみならず，コカイン中毒やパーキンソン病等のドーパミン神経系に関わる疾患や病態の解明

に貢献するものであり，学位に値する。
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