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研究成果の概要（和文）：生体内活性物質を見出し、その役割を明らかにすることは重要な課題の一つである。
私たちは、神経伝達物質ドパミンの前駆体であるL-ドーパが、それ自体で生理活性を持ち、伝達物質としての役
割を持つことを支持する知見を集積してきた。本研究で、以下の知見を得た。１）L-ドーパの細胞内への再取り
込みに関わる分子の候補として、Slc7A9とSlc3A1が脳内で発現しており、これらがL-ドーパの取り込みに関わる
可能性があること　２）L-ドーパ受容体GPR143が、ドパミンの作用を調節する機能を持つこと　３）GPR143が、
パーキンソン病の患者剖検脳に発現し、その病態に関わるレビー小体に集積すること等である。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the roles of neurotransmitters is one of the most important 
studies in the field of life sciences and medicine. We propose that L-DOPA, a precursor of dopamine,
 by itself could act as a neurotransmitter in the central and peripheral nervous system. In this 
study, we obtained the following results: 1) We found that solute carrier (Slc) proteins, Slc7A9 and
 Slc3A1 were both expressed in the brain including substantia nigra, striatum, cortex, hypothalamus 
and other brain areas. 2) In Gpr143 gene-deficient mice, acute and chronic effect of nicotine were 
attenuated. 3) GPR143-positive immunoreactivities were localized in Lewy body in Parkinson’s 
disease (PD). These finding further suggest the role of L-DOPA as a neurotransmitter, and L-DOPA and
 its receptor GPR143 might be involved in the pathogenesis of PD.

研究分野： 薬理学

キーワード： L-ドーパ　受容体　GPR143　トランスポーター　ドパミン作動性神経伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病の特効薬であるL-ドーパは、それ自体では活性がなく、その薬効は、生体内でドパミンに変換し
て生ずると考えられている。私たちは、それに加えて、L-ドーパ自体にもドパミンとは異なる作用があることを
示してきた。私たちはこの研究で、L-ドーパを細胞内に取り込む作用を持つトランスポーター候補分子が存在す
ること、L-ドーパ受容体であるGPR143がドパミンの作用に関与すること、L-ドーパとGPR143がパーキンソン病の
病態に関わる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は 1986 年以来、従来は神経伝達物質ドパミンの前駆体に過ぎないとされてきた  L-3,4-

dihydroxyphenylalanine (L-DOPA、ドーパ)が、神経伝達物質のように神経刺激により遊離され、ド

パミンへの変換を介さずにそれ自体で応答を惹起することを見出し、ドーパ神経伝達物質仮説

として提起した。ドーパ受容体は長らく未同定であったが、ヒト眼白子症の遺伝学的解析から同

定された G 蛋白質連関型受容体 (GPCR)、 OA1 (ocular albinism-1)/GPR143 がドーパ受容体とし

て生体内で機能することを発見した。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、ドーパ神経伝達物質仮説検証の最終段階として、(1) ドーパ含有小胞の存在を証明

すること、(2) ドーパの再取込に関わる小胞性ならびに細胞膜トランスポーターを同定するこ

と、(3) GPR143 がどのような分子間相互作用を介してシグナル伝達を担うかを明らかにするこ

と、(4) パーキンソン病 (PD) との関連性を検討する事であった。 

 

 

３．研究の方法 

(1) ドーパの再取込に関わる小胞性ならびに細胞膜トランスポーターの解析：①上記の解析を

行うための予備的検討として、L-ドーパに対するモノクローナル抗体の取得を行った。L-ドーパ

にキーホールリンペットヘモシアニン（Keyhole limpet hemocyanin, KLH）を定法に従って結合さ

せ、抗原として用いる L-ドーパ-KLH を作製した。マウス５匹に抗原を接種し、一定帰還後に血

清抗体価を評価し、抗体価の上昇が認められた３匹のマウスから B 細胞を調整し、ミエローマ

細胞と融合させ、抗体陽性を示すクローン株を単離した。この抗体産生株をマウスに移植し、こ

れらのマウスから腹水を採取した。これらの検体について、ドットブロット法、及び免疫組織化

学的解析を行った。 ②細胞膜 L-ドーパトランスポーターの解析：我々は、ウサギ小腸、ラット

脳切片において、Na+-依存性のドーパ取込活性を検出した。アフリカツメガエル卵母細胞におけ

る小腸由来の取り込み活性は、rBAT(Slc3A1)のアンチセンス cRNA により顕著に抑制された。ま

た、Camargo ら（J Pharmacol Exp Ther, 351, 114, 2014）は、Slc3A1 と Slc7A9 が L-ドーパ取り込

み活性を示すことを報告した。これらの知見を踏まえ、中性大型アミノ酸輸送の関わる可能性の

あるドーパトランスポーターの候補分子を、Slc3A1 と相互作用を示す分子の一つである Slc7A9

に絞り、脳内でこれら二つのトランスポーター分子を発現する細胞が存在するか否かを RT-PCR

法及び免疫組織化学的方法により解析した。 

 

(2) GPR143 局在の解析： すでに抗 GPR143 抗体を用いた免疫組織化学的解析により、GPR143

の発現部位を明らかにした。本研究では、GPR143 のリボプローブを作製し、GPR143 mRNA の



検出を試みた。また L―ドーパを産生し含有すると考えられるチロシン水酸化酵素(TH)陽性細

胞・線維の局在性と GPR143 mRNA 陽性細胞との局在関係を解析した。 

 

(3) GPR143 シグナル伝達機構の解析：①GPR143 と他の GPCRs との相互作用：我々はすでに、

GPR143 と1アドレナリン受容体（1AR）との相互作用がドーパ存在下に増強すること、ドーパ

は GPR143 を介して1AR を介する細胞応答を増強することを見出した。本研究では、さらに

GPR143 と1AR との相互作用部位を絞り込むことを目指した。そのため、GPR143 と類似の構

造と細胞内局在を示す GPR37 との間で様々なキメラ受容体を作成し、1AR との相互作用部位

を特定することを試みた。さらに、配列情報を参考に、DA 受容体 D1、D2 等との相互作用の有

無を検討した。また、PC12 細胞における GPR143 シグナルの解析を行った。 ②Gpr143遺伝子

欠損マウス(GPR143-KO)マウスの薬物応答性の解析：ラットにおけるニコチンの行動に対する効

果の発現に内在性ドーパが関わることを報告した。また、ドーパの薬効と DA 受容体との機能連

関の有無を検討するため、野生型、並び GPR143-KO マウスに、D1 作動薬 (SKF81297) 及び D2

受容体作動薬 (クインピロール)を投与し、行動、その他を指標として各効果を比較・検討した。 

 

(4) パーキンソン病 (PD) との関連性の有無：GPR143 と PD における L-ドーパ療法並びに PD

の病態との関連性を検討するため、特異的ヒト GPR143 抗体を作製し、PD 脳検体と正常組織に

おける GPR143 陽性シグナルを比較・検討した。 

 

 

４．研究成果 

(1) ドーパの再取込に関わる小胞性ならびに細胞膜トランスポーターの解析 

ドットブロット法解析を行った（図１）。このうち、9F と名付けたクローン株について、L-ドー

パに対する特異的な陽性シグナルを検出することができた。これを用いて、免疫組織化学的解析

を行ったところ、TH 陽性細胞と、ほぼ一致する陽性染色像を得ることができた（図２）。 
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図１ ドットブロットによるL-ドーパ抗体の特異性の検討



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今後、この抗体の特異性を組織レベルで確認すると共に、免疫電顕による解析を試みる。また、

細胞膜ドーパトランスポーター候補である Slc7A9・Slc3A1 複合体が形成される可能性のある組

織・細胞局在を検討する最初の取り組みとして、これらの分子が、脳内に存在するかどうか、ど

のような発現分布を示すかを RT-PCR 及び免疫組織化学的に解析した。その結果、いずれも脳内

に発現することを見出した。Slc7A9 が脳内に発現することは報告がなく、本研究が初めての知

見となる。Slc7A9 及び Slc3A1 はいずれも免疫組織化学的解析においても、脳内に広く分布して

おり、特に GPR143 の mRNA や免疫陽性シグナルが認められる線条体、側坐核、海馬などの脳

領域において、ほぼ同様な形態を示す細胞に発現していた。これらの結果は、この二つの分子が

同一の細胞において共発現することを示唆する。 

 

(2) GPR143 局在の解析：本研究でデザインした GPR143 のリボプローブにより、センスプロー

ブで陰性、アンチセンスプローブで明確な陽性像を得ることに成功した。また、これらのシグナ

ルの脳内分布は概ね GPR143 抗体陽性シグナルと一致した。今回、検出に用いたリボプローブの

濃度は、グルタミン酸受容体、ドパミン受容体などの検出に必要な量に比べて数十倍高いもので

あり、この事は、GPR143 の発現量が他の GPCRs に比べ、相対的に低いものであることを示唆

する。 

 

(3) GPR143 シグナル伝達機構の解析：GPR143-GPR37 キメラ体を利用し、GPR143 と1AR との

相互作用部位を見出した（未発表データ）。また、ドパミン受容体をはじめとする他 GPCRs につ

いても相互作用の有無を解析しつつある。一方、GPR143 を PC12 細胞株に強制発現したところ、

神経突起伸長が著しく抑制された。この抑制効果は、ドーパ拮抗薬の L-ドーパシクロヘキシル

エステル(DOPA CHE)によって抑制された。さらに、すでにヒト遺伝子解析で明らかとなってい
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る複数の GPR143 変異体で、同様な活性が現れるかどうかを解析したところ、変異体では野生型

GPR143 に見られた突起伸長抑制効果は認められなかった。さらに、三量体 G タンパク質 Gα13

の siRNA ノックダウンは、GPR143 の伸長抑制効果を抑制した。これらの結果は、GPR143 のシ

グナル伝達が突起抑制経路に関わること、この過程に Gα13 が関与することを示唆する。一方、

GPR143-KO と野生型マウスの薬物応答の相違の有無を解析した。その結果、GPR143-KO マウ

スにおいて、ニコチンの急性及び慢性効果の双方が、野生型に比して、その効果が減弱すること

を見出した。また、ヒトゲノムワイド関連解析により、GPR143 遺伝子多型（rs6640499）が、男

性の喫煙行動（喫煙期間、本数など）と有意に相関することが明らかとなった。 

 

(4) パーキンソン病 (PD) との関連性の有無：ヒト GPR143 を認識する抗 GPR143 抗体を作製

し、PD 剖検脳における免疫組織化学的解析を行った。その結果、GPR143 陽性シグナルが、PD

脳組織の特徴的な病理学的形態像の一つであるレビー小体に局在すること、リン酸化-シヌク

レイン（S129）陽性シグナルがハロー (halo) のように GPR143 陽性シグナルを取り囲む染色像

が得られた。 
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