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研究成果の概要（和文）：セロトニン２C (5-HT2C) 受容体は神経系に発現していて情動、ストレス、依存など
に関与するが、RNA編集酵素により様々なアイソフォームを生じることが知られるタンパク質で、エピジェネテ
ィクな多様化を生じる。研究費の交付期間に、動物実験で慢性アルコール暴露後の飲酒量増加が5-HT2C受容体の
RNA編集率増加に伴って起きることを明らかにし、またRNA編集の起こらない遺伝子改変マウスはうつ様行動を示
し、前脳側坐核のNPYニューロンが関与することを報告した。このように5-HT2C受容体のRNA編集がアルコール嗜
好性や情動に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Serotonin 2C (5-HT2C) receptor is expressed in the nervous system and 
involved in the emotion, stress and addiction. It is also known to undergo mRNA editing by adenosine
 deaminase acting on RNA type1 (ADAR1) and ADAR2 and make up to 24 isoforms and show the variety of 
epigenetic modification. During the period of receiving grants, we revealed that RNA editing of 
5-HT2C receptor determines the alcohol preference in mice after chronic alcohol exposure using 
genetically modified mice. We also clarified that mice exclusively expressing non-edited type of 
5-HT2C receptor isoform (INI type) showed desperate behavior and NPY neurons in the nucleus 
accumbens in the forebrain are involved in that behavior. Thus, we demonstrated that RNA editing of 
5-HT2C receptor is related to alcohol preference and emotional behavior. 

研究分野：神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
セロトニン２C 受容体(5-HT2CR)は 5-HT 受

容体の１つとしてストレスや情動との関わ

りが指摘されてきた。例えばストレス応答の

主軸である視床下部―下垂体―副腎系

(HPA-axis) の セロト ニンに よる賦活は

5-HT2CR 刺激を介して起きていることやス

トレス後の不安表現に扁桃体の 5-HT2CR が

関与することが報告され、ヒトでも 5-HT2CR 
のミスセンス変異が情動障害を起こし易い

ことが指摘されている。5-HT2CR は RNA 編

集酵素により、アミノ酸配列が一部変化する

タンパク質の一つでもあり、RNA 編集とは転

写後修飾によりゲノムからの遺伝情報とは

異なった RNA 配列を生じることを指し、エ

ピジェネティクな多様化を生じさせる一因

となっている。編集は二重鎖 RNA の部分で

アデノシン (A)がイノシン (I)に変換され

（ A→I 型 ）、 こ の 変 換 を 行 う 酵 素 を

ADAR(adenosine deaminase acting on RNA)
と呼び、哺乳類では ADAR1 と ADAR2 のみ

確認されている。アデノシンからアミノ基が

外れたイノシンはグアノシン(G)のように振

る舞って結果としてアミノ酸配列が変化す

る。5-HT2CR の RNA 編集は第２細胞内ルー

プをコードする(A-E 部位)の５か所で起きて、

3 か所のアミノ酸が置換され、そのアイソフ

ォームは RNA 編集を全く受けない INI 型か

ら全て編集を受けた VGV 型まで多様なアミ

ノ酸配列が生じ得るが、脳の部位や、マウス

では系統によって編集程度が異なる。 
5-HT2CR 機能については RNA の編集部位が

多くなるにつれ、アゴニストや G タンパク質

の結合、細胞内シグナル伝達の低下が起こり、

全体として RNA 編集が起こることでセロト

ニンの 5-HT2CR への作用が減弱すると考え

られる。うつ病自殺患者では 5-HT2CR の部位

による編集の変化などが報告されている。し

かし 5-HT2CR の RNA 編集がストレス・情動

にどのように影響するかについて、詳しいメ

カニズムはこれまで不明であった。 
研究代表者は以前より、生体の恒常性維持の

中枢である脳視床下部の機能形態学的研究

を行ってきた。なかでもストレスを制御する

視床下部―下垂体系について、拘束ストレス、

慢性高浸透圧刺激、腸炎ストレスなどのモデ

ル動物を用いて研究を行ってきた。 
最近慢性的なアルコール暴露により、アルコ

ール嗜好性を示すマウス（C57BL/6J）を作

製し、5-HT 受容体のサブタイプ発現を網羅

的 に 検 索 す る と 前 脳 側 坐 核 に お け る

5-HT2CR の発現が有意に増加していて、アン

タゴニスト投与実験等から、5-HT2CR がアル

コール嗜好性に強く影響することを明らか

にした(Yoshimoto K et al, Eur J Neurosci 
2012)。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究申請では 5-HT2CR とその RNA
編集がストレス・情動調節にいかに関与する

かを明らかにしようとした。特に既に側坐核

の 5-HT2CR の発現増加がアルコール嗜好性

と関係する結果を得たことから、5-HT2CR の

編集率の変化とアルコール嗜好性の変化に

ついて研究を進めた。慢性アルコール暴露後

の嗜好性はマウスの系統差があることが以

前より知られていて、まずそれと RNA 編集

との関係を調べた。さらに 5-HT2CR の編集率

が変化しない遺伝子改変マウス(INI マウス)
を用いて検索を行った。この INI マウスは野

生型に比べて情動に異常を示すことから、さ

らに脳内モノアミンの定量と抗うつ剤

(Desipramine)投与による検索を行い、この

マウスの行動異常の原因を探った。そして次

に RNA 編集酵素を側坐核特異的にノックア

ウトして編集率をさげるとアルコール嗜好

性が影響を受けるかについても検討を行っ

た。 
 
３．研究の方法 
5-HT2CR の編集率はマウス脳の急性スライ



スを作製して目的領域組織をパンチして

total RNA を抽出し cDNA を作製した。そし

て 5-HT2CR の特異的なプライマーで PCR を

行い、サブクローン化したコロニーから直接

シークエンスして各アイソフォームの割合

から、編集率を算出した。慢性アルコール暴

露は 10％エタノール蒸気に毎日 4 時間 20 日

間暴露させて作製した。その他リアルタイム

PCR による mRNA 発現を定量化、ウエスタ

ーンブロッティング、行動解析（強制水泳、

尾懸垂、オープンフィールド、高架式十字迷

路、明暗試験等）、免疫組織化学解析、アデ

ノ随伴ウイルスベクター注入による脳局所

遺伝子導入、マイクロダイアリシス等種々の

実験手法を組み合わせて解析を行った。 
 
４．研究成果 

以下に示す 5-HT2CR の RNA 編集に関する、

大きく分けて 4 つの研究を行った。 
１）5-HT2CR マウスのアルコールに対する嗜

好性は系統差があることが知られており、

C57BL/6J (C57）はアルコール暴露後飲酒量

が増加するが、C3H/HeJ (C3H)や DBA/2J 
(DBA)は増加しない。そこでこれら C3H や

DBA マウスにも慢性アルコール暴露して、

側坐核での 5-HT2CR 発現を調べると C57 で

は増加したが、C3H, DBA では増加が見られ

ず、側坐核の 5-HT2CR がマウスアルコール嗜

好性の系統差に関与していることが疑われ

た。同時に 5-HT2CR mRNA の編集率を調べ

ると、C57 では側坐核で編集を受けたアイソ 
表１ 

フォームの増加が見られたが、海馬では変化

はなかった（表 1）。 
特に 3 つのアミノ酸の最初と最後がバリン

(V)に置換したアイソフォーム(VGV, VNV, 
VSV, VDV)、まとめると VXV というタイプ

の発現において C57 では有意に増加が見ら

れたが、C3H, DBA の系統では編集された

VXV 型のアイソフォームの増加が見られな

かった（図 1）。 
図 1 

RNA 編集酵素、ADAR1, ADAR2 の発現も

C57 の側坐核では増加していたが、C3H, 
DBA では増加が見られなかった。以上の結

果はアルコール嗜好性のある C57 では

5-HT2CR mRNA の編集頻度の増加が慢性ア

ルコール暴露によって生じるが、嗜好性の見

られない C3H, DBA 系統では RNA 編集頻度

に変化ないという結果になった。この結果に

ついては、5-HT2CR の RNA 編集頻度が増加

することが、アルコール嗜好性を生むのか、

もしくは慢性的なアルコール暴露の結果と

して C57 マウスでは編集頻度が増加したの

かという 2 通りの解釈ができる。そのどちら

であるのかを確かめるために、C57 の遺伝的

背景を持つが、5-HT2CR の RNA 編集を起こ

さない、ノックインマウス（INI マウス)を用

いて慢性アルコール暴露後の飲酒量を測定



した。ADAR は RNA の 2 重鎖構造を認識し

て編集を起こす。5-HT2CRの exon5は intron5
と 2 重鎖を作っており、INI マウスは編集部

位 5 カ所を含む領域に相対する intron5 の部

分を削除した C57 の遺伝的背景を持つ遺伝

子改変マウスである。結果は、野生型は飲酒

量が増加したが、INI マウスは変化が見られ

ず、側坐核における 5-HT2CR の発現増加もな

かった（図２）。これは 5-HT2CR mRNA の編

集頻度の変化がマウスの慢性アルコール暴

露後のアルコール嗜好性を決定しているこ

とを示している。（発表論文②、⑩） 
図２ 
 

２）この INI マウスは強制水泳試験で絶望様

行 動 や う つ 様 行 動 示 し 、 抗 う つ 薬

desipramine に感受性が高まっていた（図３）。 
図３ 

その原因を探っていくと、側坐核の NPY 遺

伝子の発現が低下していた。 
組織学的解析では 5-HT2CR は NPY ニューロ

ンに発現してせず、GABA 陽性ニューロンに

発現し間接的に NPY ニューロンを抑制して

いることが示唆された。逆に AAV による側

坐核での NPY の強制発現は無動時間を低下

させ（図４）、5-HT2CR の RNA 編集は側坐核

NPY ニューロンを介して調節されているこ

とが示唆された。（発表論文⑤） 
図４ 
 

３）実験１）で慢性アルコール暴露によるア

ルコール嗜好性の増加は 5-HT2CR の RNA
編集に制御されていることが遺伝子改変マ

ウスを用いた実験で判明した。編集率が上昇

したのは ADAR2 特異的な編集 site D で、次

の実験として側坐核の RNA 編集が影響して

いるのかを側坐核のみの ADAR2 発現を局所

ノックアウトさせて慢性暴露下の飲酒量が

どうなるか測定した。C57 の遺伝子背景を持

つ ADAR2 flox マウスの側坐核のみに AAV
ベクターで Cre を発現させて、局所的に

ADAR2 をノックアウトすると（図５）、

5-HT2CR や グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体

type2(Glut2)の RNA 編集率が有意に低下し

た。 
図５ 



飲酒量については野性型では増加するが、側

坐核の ADAR2 ノックアウト群では飲酒量の

増加が見られなかった。ことのことから側坐

核の RNA 編集は飲酒量などアルコール依存

に関与することが示唆された（論文投稿中）。 
 

４）5-HT2CR 活性を簡便に測定できるシステ

ムを開発するために、Tango と呼ばれる

Arrestinの Gタンパク質共役型受容体への結

合を利用した系を構築した。まず Tango ベク

ターに 5-HT2CRを挿入した

pEF1-5-HT2CR-Tangoプラスミドを構築し、2

種類の RNA未編集型（INI）と完全編集型（VGV）

アイソフォームを使用した。次に 5-HT2CRか

ら遊離した LexAの量に依存する EGFPによる

レポータープラスミドを構築した。 

図６ 

そして安定発現細胞株を作製し、INI, VGV型

の活性を比較し、このアッセイ系が有効に作

動していることも確認した。（発表論文⑥） 

図７ 
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