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論文内容の要旨

【目的】

ムスカリニックアセチルコリン受容体やドーパミン受容体に代表される G タンパク共役受容体は，中枢神経系で

は GABAA 受容体や NMDA 受容体に代表されるイオンチャンネル型受容体とならんで神経伝達物質の主要な受容体

を構成している O これらは N 末端を細胞外にして細胞膜を 7 回貫通する共通した構造を持っており，膜貫通領域の

アミノ酸配列は多くの受容体間で相同性が認められるO この類似性を利用して中枢神経系に発現する新しい G タン

パク共役受容体を同定し，その機能・特徴を検索することは，脳におけるシグナル伝達機構さらには脳の高次機能の

理解に役立つと考えられるO

【方法ならびに成績】

G タンパク共役受容体で保存されている第 3 および第 6 膜貫通領域のアミノ酸配列に基づいて 1 組の混合プライマー

を作成し，これを用いてマウス脳 cDNA を鋳型に PCR を行った。増幅された cDNA 断片は M13 ベクターにサブク

ローニングし，塩基配列を決定した。 42 クローンはマウスで既知あるいは他の種で報告されている G タンパク共役

受容体の遺伝子であった。また 2 クローン， MBW5 および MB10 は他の G タンパク共役受容体と高い相向性を示し

たが，同ーの配列は報告されておらず，新しい遺伝子と考えられた。これらの全長クローンを得るため，それぞれの

クローンについて Àgt10 で作成したマウス脳 cDNA ライブラリーをスクリーニングした。 MBW5 からこの配列を

持つ全長クローン GPCR 21 とこれに類似した塩基配列を持つクローン GPCR01 (1991年に報告されたリガンドのわ

かっていないラット受容体 R334 マウス相対物)を得た。一方， MB10 からクローン GPCR 18 を得た。これらはそ

れぞれ330個， 334個および395個のアミノ酸残基からなるポリペプチドをコードしており，いずれも 20-30 アミノ酸

からなる疎水性領域が 7 回繰り返される G タンパク共役受容体に典型的な構造を持つことが明らかになった。 GPC

R21 と GPCR01 はアミノ酸配列で57%の高い相同性を示し，他に MSH 受容体， ACTH 受容体，カンナビノイド受容

体とも高い類似性を示した。一方， GPCR18 はイヌ RDC1 受容体(リガンド未知)と最も高い相同性 (34%) を示

し，他にソマトスタチン受容体，アンジオテンシン E受容体， C5a アナフィラトキシン受容体，ブラジキニン受容体，

インターロイキン 8 受容体などのペプチドをリガンドとする受容体と高い相向性が認められた。次に，これらの受容

体の組織局在をノーザンブロット， RT-PCR, in situ ハイブリダイゼーションで検討した。 GPCR21 および GPCR01

の発現はほぼ中枢神経系に限られており， GPCR21 は内側手綱核に GPCR01 は海馬，扇桃体，梨状葉前野，唄球に強
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い発現を認めた。これに対して GPCR18 の脳における発現量は微量で，むしろ肝臓および肺で多量に発現している

ことが明らかになった。さらに GPCR21 および GPCR18 のリガンドを同定するために， CHO-K 1 細胞に遺伝子導入

を行いこれらの受容体を安定に発現する細胞を作成した。この系を用いて種々の生理活性物質で検討したが，細胞内

cAMP 濃度， IP3 濃度に変化を与えるものは見出せなかった。

【総括】

G タンパク共役受容体の間で保存されている膜貫通領域に混合プライマーを作成し，マウス脳 cDNA を鋳型に PC

R を行うことによって，中枢神経系に特異的に発現する新しい G タンパク共役受容体遺伝子 GPCR21 をその類似物

GPCROl とともに単離・同定した。 GPCR21 および GPCROl はその高いアミノ酸配列の相向性から同一物質に対す

る受容体サブタイプであろうと考えられた。現在のところ GPCR21 のリガンドはわかっていないが，その発現は内

側手綱核に限局しており，この受容体の機能をさらに解析することは今なお釈然としない手綱の機能の解明につなが

るものと期待される。

論文審査の結果の要旨

近年の分子生物学的技術の進歩により，生理学的あるいは薬理学的に存在が確認されている受容体の多くがクロー

ニングされて来ている O 本研究は，脳の高次機能の発現に密接に関与しているがいまだ同定されていない受容体の存

在を想定し分子生物学的手法を駆使して脳特異的に発現する新しい受容体遺伝子を単離・同定すること，さらにそ

の臓器分布および生理学的機能を調べることを目的とした。

現在までにクローニングされている G タンパク共役受容体の遺伝子の聞に認められる塩基配列の類似性に注目し，

この類似配列を持つ遺伝子を PCR 法で選択的に増幅することによって マウス脳 cDNA ライブラリーから 2 種類の

新しい G タンパク共役受容体遺伝子 GPCR21 および GPCR18 をクローニングした。ノーザンブロット法， reverse 

transcri ption-PCR 法 ， in situ hybridization 法による解析の結果，これらの受容体遺伝子のうち GPCR21 は中枢神

経系に特異的であり，その脳における発現も内側手綱核に限局していることを見い出した。

本研究ではリガンドの同定には至らなかったが内側手綱核という一つの神経核に限局して発現する新しい受容体

遺伝子を同定したことは手綱核の局在機能さらには手綱核におけるシグナル伝達機構の解明に貢献するものであり，

学位に値すると考える O
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