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研究成果の概要（和文）：セロトニントランスポーター（SERT）とそのC末端欠損変異体（SERTΔCT）に注目し
て、小胞体ストレス緩和作用を持つ薬物の検索方法の開発を試みた。蛍光基質とハイコンテント顕微鏡を用いる
ことにより、SERTのセロトニン取り込み活性を一つの細胞レベルで測定する方法を開発した。また、SERTΔCTの
凝集体形成を一つの細胞レベルで計測する方法も開発した。これらの方法はERストレス緩和作用を持つ薬物の多
検体検索を可能とする。本方法を用いて、シグマ受容体アゴニストのSKF-10047を同定した。SKFの作用機序の検
討から新たなERストレス緩和に関与する因子としてsynttaxin3がとして同定された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop the method to screen the drugs that can relief the 
endoplasmic reticulum (ER) stress by focusing on serotonin transporter (SERT) and its C-terminal 
deletion mutant (SERTΔCT). We developed a method to measure serotonin uptake activity of SERT at a 
single cellular level by using a fluorescent substrate and a high-content microscope. We also 
developed a method to measure the aggregate formation of SERTΔCT at a single cell level. These 
methods enable the high-throughput screening of drugs with ER stress relief effects. By using this 
method, SKF-10047, an agonist of Sigma-1 receptor, was identified as a ER stress relief. Analyzing 
the underlying mechanism of SKF-10047 actions could identify Synttaxin3 as a novel factor concerning
 the ER stress relief

研究分野：神経薬理学

キーワード： セロトニントランスポーター　小胞体ストレス　膜輸送
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膜輸送活性化薬物に感受性の高い性質と持つSERTΔCTをセンサーとして用い、さらに、イメージングを駆使して
ハイコンテント顕微鏡を用いたERストレス緩和薬物の検索方法を独自の視点から開発した。今後、ERストレス緩
和作用を持つ薬物が多量、網羅的に検索することが可能となった点で、学術的・社会的意義がある。
本研究成果を通して、ERストレス関連疾患の新たな治療薬物が明らかとなるだけでなく、標的となりうる新規シ
ャペロン機構の同定が可能となる。このことから、ERストレス病克服への新たな治療戦略の潮流が起こり、増加
の一途をたどる認知症や糖尿病などの国民病への対策にも寄与すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質の折りたたみ不全は、小胞体へタンパク質を蓄積させ、小胞体ストレス(ER ス
トレス)を惹起し、様々な疾患の原因となる。このような病的状況の改善には、蓄積したタン
パク質を解きほぐし、その膜輸送を活性化させる必要がある。ケミカルシャペロンなどの膜
輸送活性化薬物は、タンパク質の折りたたみと安定化に寄与し、ERストレスが一因となる疾
患、例えば神経変性疾患、虚血性脳疾患、ライソゾーム病などの難治性神経疾患の治療薬候
補として注目されている。 
一方、セロトニントランスポーター(SERT)は、セロトニンを前シナプスに回収することでセ
ロトニン神経伝達の終了を担う。SERT は小胞体で膜に折りたたまれ、形質膜に膜輸送され
てそのセロトニン取り込み機能を発揮する典型的な膜タンパク質である。これまでに、SERT
の膜輸送による機能調節機構と膜輸送活性化薬物との関連について、以下の点を明らかにし
てきた。 
① SERT の C 末端欠損変異体(SERTΔCT)は膜輸送が障害され、凝集体を形成し ER スト
レスを惹起する。 
② ケミカルシャペロン 4-PBAはSERTΔCT凝集体を減少させ取り込み活性を上昇させる。 
③ ケミカルシャペロン以外の薬物も膜輸送を活性化させ、SERTΔCTの取り込み活性を上
昇させる既知薬物を同定した。 
④ これらの薬物の SERTの取り込み活性上昇効果は、野生型 SERTよりも SERTΔCTに
おいて顕著である。つまり、SERTΔCTは、膜輸送活性化薬物に対し、高い感受性を持つ。 

 
２．研究の目的 
これらの背景に基づき、膜輸送活性化薬物に対し高い感受性を持つ SERTΔCTをセンサーと
して用いて、取り込み活性と凝集対形成を指標に、作用が既知・未知の膜輸送活性化薬物を
同定する。また、ERストレスが関与する病態への改善効果を評価し、難治性神経疾患の克服
の糸口を得る。さらに、それらの結合タンパク質や変動する遺伝子群を検証することにより、
新たな細胞内シャペロン機構を解明し、ERストレス関連疾患克服のための戦略策定に寄与す
ることも目的とする。以下の点を期間内に明らかにする。 
① SERTΔCTの取り込み活性を上昇させる膜輸送活性化薬物のスクリーニング法の開発 
② 同スクリーニング法を用いた作用機序既知・未知の膜輸送活性化薬物の検索 
③ ①②で同定された薬物が関わるシグナル伝達系の推測と解析  
④ 同定された薬物の疾患モデル細胞、モデル動物での評価 
 
３．研究の方法 
１）SERT、SERTΔCT を発現する COS-7 細胞を用いて、SERT の取り込み活性を蛍光基質
（Molecular device 社の Neurotransmitter Transporter Uptake Assay Kit）を用いて測
定した。 
２）FLAG-SERTΔCT を発現する COS-7 細胞を用いて、抗 FLAG 抗体で免疫蛍光染色し SERTΔCT
の凝集体形成を確認した。 
３）１）２）の解析において、細胞一個あたりの蛍光基質の取り込み、SERTΔCT の凝集体形
成数を計測するためにハイコンテント顕微鏡 OperaPhenix を用いた。 
４）OperaPhenix を用いることができない SERTΔCT の取り込み活性測定には RI 標識したセロ
トニンを用いた。 
５）SERT 膜輸送促進薬物に関わるシグナル伝達系の同定には、その遺伝子群の変動を検討す
る目的で、cDNA アレイ解析を行った。 
６）その他、常套的研究方法として、western blotting や免疫蛍光染色などを行った。 
 
４．研究成果 
１）SERTΔCT の取り込み活性を上昇させる膜輸送活性化薬物のスクリーニング法の開発 
蛍光標識 SERT 基質用いたハイスループットスクリーニング法開発への取り組みを行った。
Molecular device 社の Neurotransmitter Transporter Uptake Assay Kit を用いて野生型
SERT 及び SERTΔCT の取り込みをハイコンテント顕微鏡 Operaphnix を用いて検討し、蛍光基
質を用いた SERT の取り込み活性の計測方法を確立した。野生型 SERT の取り込み活性につい
ては、信頼性の高い再現性のある測定結果を得ることができたが、SERTΔCT の取り込み活性
は予想に反して観察することができなかった。 
本スクリーニング系を用いることにより、非ステロイド系抗炎症薬の Flurbiprofen が膜輸送
を活性化して取り込み活性を上昇させることがわかった。Flurbiprofen は自身の持つケミカ
ルシャペロン活性を発揮してこのような効果を持つものと考えられた。また、HSP 誘導剤であ
る潰瘍薬を効果を本検索法で検討したところ、Carbenoxolone が同様な機序で SERT 取り込み
活性を上昇させることがわかった。 
２）SERTΔCT の凝集体形成を指標にした膜輸送活性化薬のスクリーニング法の開発 
ハイコンテント顕微鏡 OperaPhenix を用いて SERTΔCT の凝集対形成を認識させ、各種薬物の
凝集体形成に対する効果を判定する実験手法を確立した。ケミカルシャペロンの 4-PBA の処
置により、凝集体形成の抑制効果が見られた。前述の Flurbiprofen、Carbenoxolone はとも



に SERTΔCT の凝集体形成を抑制することが本検索法で明らかになった。このように、ER ス
トレス緩和作用を持つ薬物の候補が見つけることができた。 
３）SERT の膜輸送活性薬物から明らかになった ERストレス関連シグナル伝達系の同定 
シグマ受容体作用薬の SKF-10047（以下 SKF）が SERTΔCT の取り込み活性を著明に上昇させ
ることを見出した。さらにシグマ受容体のノックダウンの検討から、SKF の SERTΔCT に対す
る効果は、シグマ受容体を介さないことが明らかとなった。SKF の SERTΔCT に対する効果発
現のメカニズムを明らかにする目的で、SKF の 48 時間処置により変動する遺伝子群の検索の
結果から、膜輸送に関係する SNARE 受容体の syntaxin3 に注目した。syntaxin3 は実際に SKF
の SERTΔCT の効果発現に関与していることが明らかとなった。さらに、syntaxin3 は SERT
と共局在し、SERT の膜輸送を修飾することを明らかにした。 
４）小胞体機能修飾する薬物としての麻酔薬プロポフォールの働き 
麻酔薬プロポフォールが PKC の局在を PKC の分子種依存的に多彩に変化させることを明らか
にした。また、この機序として、プロポフォールが小胞体に直接働き、その形態を変化させ
ることにより細胞内からカルシウムを動員することが明らかとなった。 
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