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学位論文題名

5-HT3受容体Aサブユニットの動物種差の検討

および種差に関与する受容体分子内部位の同定

学位論文内容の要旨

忍

  ́ ，償どめに

    5―HT3受容体（5―HT3R)はセロトニン（5―hydroxytryptamine，5－HT)をアゴニストとするり

ガンド作動性受容体イオンチヤネルであり，いくっかの生理的反応（嘔吐，ストレス性の便

排出異常等）に関与している，実際，臨床において5―HT3R選択的アンタゴニストは，ガン

化学療法や放射線療法により引き起こされる嘔吐の抑制剤として用いられている，また，

5―HT3R選択的アゴニス卜には便排出促進作用などが期待されている：

  5―HT3Rは薬理 学的に魅カあるタ―ゲットであるものの，この受容体の動物種差が大

きい点は創薬の障害となっている，このため ，各種5－HT3Rの特徴を分子生物学的側面

から明らかにしていくことは，創薬の点から非常に重要である，

  本研究ではもっとも単純化された系として，クロ―ン化された5－HTヨRAサブュニット

（5―HT3AR)に注目し，この受容体における動物種差を明らかにするとともに種差に関与す

る受 容体 部位の同定を 試みた，各受容体はXenopus oocytesまたはHEK293細胞に発現

させ，電気生理的に機能解析をおこなった．ツール化合物としては，5-HTヨ受容体選択的

アゴニストmeta―chlorophenylbiguanide（mCPBG），2－methyl－5-hydroxytryptamine

（2―Me－5ーHT)および内在性のアゴニスト5－HTを用いた．

  2とナおよびラッ宀5-HT3ARの纖饑鋸紆

  Xenopus oocytesでヒトおよびラットの5－HT3ARを検討した結果，2つの顕著な薬理学

的 違 い ， す な わ ち ， mCPBGの ポ テ ン シー が ラッ トの 方が ヒ卜 より 13倍 高い 点と ，

2―Meー5ーHTがヒトではフルアゴニスト活性をラットではパ―シャルアゴニスト活性（5―HTに

対して44%)を示した点，が明らかとなった．

    ヒト，ラットおよびフェレット5―HT3AR間で，゛キメラおよびミュ―タント受容体を作成・検討

し，システマティックな手順で薬理学的差に影響を与える領域を絞り込むことができた．そ

の 結 果 ， mCPBGのポ テン シ― には 5ー HT3ARの第 1膜貫 通部 位(M1） 近傍 N末側 細胞 外

領域（ラットにおいてPhe220－Ser233に相当 する領域）が強く関与しており，また，

2―Me－5―HTのエフィカシ―には，ポテンシ―の領域とは異なるN末側細胞外領域（ラヅ卜

においてN末側一Ile209に相当する領域）が強く関与していることが明らかとなった．ポテ

ンシ―に関与する領域については，HEK293細胞を用いた系でも検討し，この領域はポテ

ンシ―に強く関与し，エフィカシ―やカイネティクスには，顕著な影響をおよぼさないことが

明らかとなった．
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    ヒ ト 5ー HT3Rの イ オ ン チ ヤ ネ ル と し て の 基 本 的 特 性 は わ か っ て い な か っ た こ と か ら ，

HEK293細 胞 に 発 現 さ せ 検 討 し た ， ア ル カ リ 金 属 イ オ ン の 透 過 性 順 序 は Li゙ 〉 Rb゙ ＝ Cs゙ ＞

K゙ 冫Na゙ (PLi/PNヨ：1.16，PRb/PNヨ：1.11，PcヨノPNヨ：1.11，PK/PNヨ：1.04)となり，これはマウス神経

芽 細 胞 腫 N18や ラ ッ ト 副 腎 髄 質 由 来 親 ク ロ ム 性 細 胞 種 PC12に 発 現 し て い る ， ． 内 在 性

5－ HTヨ Rに お け る 透 過 性 順 序 と 異 な っ て い る も の の ， 相 対 的 透 過 性 値 の 差 は 小 さ か っ た ．

Ca2゙ お よび Mg2゙ はヒ ト5―HT3ARを透過するともに (PCa/PNヨ ：0.49，PMヨノPNヨ：0.37），電流 応答

を 電 位 非 依 存 的 に 阻 害 し た ． ま た ， 全 細 胞 電 流 の 揺 ら ぎ 解 析 に よ り 求 め た 単 一 チ ヤ ネ ル コ

ン ダ ク タ ン ス は 790 fSで あ っ た ． 2価 イ オ ン に よ る 電 位 非 依 存 的 阻 害 作 用 や ， 単 一 チ ャ ネ

ル コ ン ダ ク タ ン ス が サ ブ ピ コ シ ー メ ン ス で あ る 点 は ， マ ウ ス 5― HT3ARと 類 似 し て い る ．

    4．フ士レッ宀チ〃T3ARのクロ一I二ングおよD，纖彪鋸析

    フ ェ レ ッ ト は 5― HT3受 容 体 関 連 の 実 験 動 物 と し て 利 用 さ れ て お り ， 5― HTヨ Rア ン タゴ ニス

ト の 制 吐 作 用 や ア ゴ ニ ス ト の 便 排 出 作 用 の 評 価 に 利 用 さ れ て い る ． し か し ， フ ェ レ ッ ト

5－ HTヨ Rの 分 子 的 実 体 は 不 明 で あ っ た た め ， こ れ を ク ロ ー ニ ン グ し 機 能 解 析 を 行 っ た ， フ ェ

レ ッ ト 腸 よ り 単 離 し た 5― HT3AR cDNAが コ ― ド す る 蛋 白 質 は 5― HT3ARの シ ョ ー ト 型 ス プ ラ イ

ス バ リ ア ン ト に 匹 敵 し て お り ， ロ ン グ 型 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は RT－ PCR法 で は 検 出 さ れ な

か っ た ， 他 動 物 種 5― HT3ー Rと の ア ミ ノ 酸 配 列 の ホ モ ロ ジ ― は 高 く 80%以 上 で あ っ た ．

  次 に ， HEK293細 胞 に 発 現 さ せ 機 能 解 析 を 行 っ た ． 電 気 生 理 的 解 析 で は ， ア ゴ ニ ス ト ポ

テ ン シ ― の 序 列 は mCPBG≧ 2― Me－ 5－ HT冫 5― HTで あ っ た が ， そ の 差 は 小 さ か っ た ． ま

た ， mCPBGは パ ― シ ャ ル ア ゴ ニ ス ト で あ り 。 2ー Meー 5－ HTは ほ ぼ フ ル ア ゴ ニ ス ト で あ っ た ．

フ ェ レ ッ ト の 内 在 性 5― HT3Rに お い て 報 告 さ れ て い る 5― HTや 2－ Me－ 5― HTの ポ テ ン シ ー お

よ び 2― Me― 5ー HTの エ フ ア カ シ ― は ， ク ロ ー ン 化 さ れ た フ ェレ ット 5ーHT3ーRと 同程 度 であ るこ

と か ら ， 今 回 単 離 し た フ ェ レ ッ ト 5ー HTヨ ー Rは 内 在 性 受 容 体 の 特 徴 を 良 く 反 映 して い ると 言え

る ． ヒ ト 内 在 性 5― HT3Rの 性質 は 良く わか っ てい ない が ，少 なく と もフ ェレ ッ トと ヒト 5－HTヨ ーR

で は ， 3つ の ア ゴ ニ ス ト の ポ テ ン シ ― に 大 き な 差 が な い こ と ， お よ び mCPBGや 2ー Me－ 5－ HT

のエフアカシーの点で類似していることが明らかとなった，

  5まとめ

1）ヒトおよびラット5―HT3AR間で薬理学的に差があった，

2） ヒ ト 5― HT3ARの イ オ ン 透 過 性 は マ ウ ス ， ラ ッ ト の 内 在 性 5― HT3Rと は 異 な っ た が ， そ の 差

  は 小 さ か っ た ． 2価 イ オ ン に よ る 阻 害 作 用 や 単 ー チ ヤ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス は ， マ ウ ス

  5―HT3ARと同程度であった．

3） ヒ ト お よ び ラ ッ ト 5ー HTヨ ハ R間 で の キ メ ラ お よ び ミ ュ ー タ ン ト 受 容 体 ， お よ び フ ェ レ ッ ト

  5― HT3ARの ミ ュ ー タ ン ト 受 容 体 を 利 用 し ， Ml近 傍 N末 側 領 域 （ ラ ッ ト Phe220― Ser233に 相 当

  す る 領 域 ） が ァ ゴ ニ ス ト ポ テ ン シ ― に 強 く 関 与 す る こ と を 明 ら か に し た ． ま たこ の 領域 は，

  ア ゴ ニ ス 卜 の エ フ ィ カ シ ー や ， カ イ ネ テ ィ ク ス に 対 し て 顕 著 な 影 響 を お よ ぽ さ な か っ た ．

4） 2― Me― 5― HTの エ フ ア カ シ ー に は ， 3） と は 異 な る ， N末 側 領 域 （ ラ ッ ト N末 側― Ile209に相

  当する領域）が強く関与することを明らかにした．

5） 5― HT3受 容 体 の invivo実 験 に 用 い ら れ る フ ウ レ ッ ト か ら ， 5－ HTヨ ー RcDNAを 単 離 し た ．

6） フ ェ レ ッ ト お よ び ヒ ト 5－ HT3ハ Rでア ゴ ニス トに 対 する 特性 が 似て いた ． した がっ て ，フ ウレ

ッ ト は 5― HTヨ R関 連 の 実 験 に 適 当 な 動 物 で あ る こ と が ， 受 容 体 レ ベ ル で 明 ら か と な っ た ．
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学 位 論 文 題 名

5-HT3受容体Aサブユニットの動物種差の検討

および種差に関与する受容体分子内部位の同定

  本学位論文は，第1章ヒトおよびラット5―HT3A受容体の薬理学的特
徴およびこれに関与する受容体分子内部位の同定，第2章ヒト5－HT3A受
容体のイオンチャネルとしての基本的特徴，第3章フウレット5―HT3A受
容体のク；ローニングおよび機能解析，および，総括の4つの部分からなる1
20ページの論文である．
    5ーHTiまセ口トニン（5一hydroxytryptamine)であり，この神経伝達
物質の受容体は7種類が知られており，このうち5―HT3A．受容体はりガンド
作動性イオンチャネルであり，5－HT刺激により細胞の早い脱分極応答を
引き起こす．この受容体は，嘔吐，不安，認知，ストレス性の排便などに関
与する事が報告されている．臨床においては，5―HT3受容体選択的阻害剤
が，ガン化学療法や放射線療法により引き起こされる嘔吐の抑制剤として用
いられている．また，受容体選択的アゴニストは排便促進作用が期待されて
いる．この受容体の一次構造は，マウス，ラット，モルモット，ヒトで明ら
かにされている．しかし，種々のアゴニストおよびアンタゴニストに対する
感受性が異なり，これらの機能的差異と受容体上の領域との対応は十分に明
らかにされていない．本受容体は薬理学的に魅カあるターゲットであるもの
の，動物種差が大きい点絃創薬の障害となっている．このため，各動物種
5―HT3A受容体の機能的特徴を分子生物学的側面から明らかにしていく事
は，創薬の点から非常に重要であると，申請者は考え，本研究を行なってい
る．
  オーサイトの卵母細胞または培養HEK2 93細胞に受容体または変異受容
体を発現させ，電位生理学的手法を用いて，各受容体の機能的特徴を明らか
にしている．得られた結果はっぎのように要約出来る．1）ク口ーン化され
た受容体間でも動物種差があり，アゴニストのポテンシーおよびェフィカシ
ー，あんたゴニストのポテンシー，およびカイネティクスが動物間で異なる
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