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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体は神経伝達物質を含む様々な生体物質の受容体であるが、
一つの伝達物質に対し類似構造を持つ受容体が複数存在する。線虫C. elegansでは、神経伝達物質のオクトパミ
ンはSIAと呼ばれる神経細胞に作用しCREBの活性化を起こす。本研究では、オクトパミン受容体SER-3あるいは
SER-6単独の変異体でも反応が見られなくなるSIAでのCREBの活性化とは異なり、SER-3あるいはSER-6の一つの受
容体が欠損してもオクトパミン依存的なカルシウム反応が引き起こされ、全ての受容体が欠損したときのみカル
シウム反応が見られなくなり、必要となる受容体が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors are receptors for various biomolecules including
 neurotransmitters. In many cases, there are multiple receptors with homologous structures that 
binds to the same neurotransmitter. In C. elegans, the neurotransmitter octopamine induces CREB 
activation in the SIA neurons. In this study, we found that, unlike the CREB activation which 
require both octopamine receptor SER-3 and SER-6, the octopamine-dependent calcium response was 
induced in SER-3 or SER-6 single mutants and the calcium response was diminished only in the mutants
 lacking all octopamine receptors, suggesting that the receptor requirements are different between 
the CREB activation and calcium response. 

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一つの伝達物質に対し似た構造を持つGタンパク質共役型受容体が複数存在するが、その意義は不明な点が多
い。本研究では、シグナル伝達ごとに必要となる受容体の組合せが異なることを明らかにし、複数の受容体がよ
り複雑なシグナル伝達を生み出していることを示唆することで、Gタンパク質共役型受容体によるシグナル伝達
の解明に貢献した。Gタンパク質共役型受容体は様々な薬の標的であることから、薬の作用メカニズムの解明や
新薬の開発に貢献すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は神経伝達物質やホルモンなど様々な物質のシグナル
伝達を行い、多くの医薬品の標的である。単一の伝達物質に対して複数の受容体が存在するが、
受容体サブクラスごとに異なる G タンパク質（Gq、Gs、Gi など）と共役することによって、
細胞内に異なったシグナル伝達を引き起こすことができる。また、同じ伝達物質に結合し、同
じ G タンパク質と共役する同一サブクラスに属す類似した受容体が複数存在するケースも多い。
しかし、このような同一サブクラスの受容体を複数持つ意義は不明な点が多い。特に、同一サ
ブクラス受容体が同じ細胞に発現することで、単独の時とどのように異なった細胞内情報伝達
を生み出すのかは解明されていない。 
 最近我々は、二種の Gq 共役型オクトパミン受容体が特定の神経細胞内で共存して働くこと
を、モデル生物である線虫 C. elegans を用いた解析で見出した。これまで我々は、CREB
（cAMP 応答因子結合タンパク質）の活性化を指標に、線虫でのドーパミンやオクトパミン
（無脊椎動物がノルアドレナリンの代わりに持つ神経伝達物質）のシグナル伝達について解析
を行ってきた（図１）。餌がないときはオクトパミンにより、SIA と呼ばれるニューロンで
CREBが活性化される 1。オクトパミンはドーパミンシグナル伝達の下流で働く 2。オクトパミ
ンによる CREBの活性化には同一サブクラスに属する SER-3と SER-6という二つの Gq共役
型オクトパミン受容体が働くことと、その下流で Gq と PLCβ が働くことも明らかにした 1,3。
これまでに SER-3と SER-6は両方とも SIAニューロンで働いていることを明らかにしている。
どちらか一方でも欠損するとオクトパミン依存的な CREB の活性化が起きないことから、
SER-3 と SER-6 両方が機能するときのみ CREB の活性化が引き起こされると考えられる。し
かし、オクトパミンにより引き起こされるセカンドメッセンジャーシグナル伝達の活性化や、
それに対し SER-3と SER-6がどう関与しているかはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、変異体を用いて SER-3
と SER-6 の下流で起こるセカンドメ
ッセンジャーの濃度変化を解析するこ
とで、同一サブクラス受容体が二種類
存在することで起きるシグナル伝達の
変化および、その分子メカニズムを明
らかにすることを目的とした。これに
より、同一サブクラス受容体が複数存
在することで、どのように細胞内情報
伝達が変化するのか、そしてその分子
機構はどのようなものであるのかを解
明し、生物が限られた受容体を用いて、
より複雑なシグナル伝達を行うメカニ
ズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、線虫 SIAニューロン内
での二種の Gq 共役型オクトパミン受
容体 SER-3 と SER-6 の共存がシグナ
ル伝達に与える影響とそのメカニズムを明らかにするために、Gq 共役オクトパミン受容体
SER-3 と SER-6 が共存する時と単独の時の、SIA ニューロンでのセカンドメッセンジャーの
濃度変化の違いを調べる。カルシウムイオンの測定用の蛍光タンパク質プローブ GCaMP の遺
伝子を、SIAニューロンでの遺伝子発現を誘導する ceh-17プロモーターの下流につないだプラ
スミドを作製し、マイクロインジェクションにより形質転換線虫を作製した。GCaMP はカル
シウム濃度依存的に蛍光強度が増加するので、蛍光強度を経時的に測定することで、カルシウ
ム濃度の変化を観察できる。さらに、受容体の変異体との掛け合わせを行い、プローブを持つ
受容体変異体を作製した。測定用の線虫株を用いて、オクトパミン刺激をした時の SIA ニュー
ロンでのカルシウムの濃度変化を測定した。マイクロ流路デバイスによって線虫個体を物理的
に固定し、溶液中にオクトパミンを加えた時の蛍光強度の変化を蛍光顕微鏡とデジタルカメラ
で記録した。野生型、SER-3の変異体、SER-6の変異体、二重変異体について、この測定を行
い、二種の受容体が存在する時、一方だけの時、どちらもないときの反応の違いを解析し、受



容体が二種類存在することで反応の強度や持続時
間がどのように変化するのか調べた。 
 また、SIA ニューロンが C. elegans の自発運動
量を調節するのに働くことから、本研究では自発
運動の測定も行った。線虫個体を寒天培地上で自
由に運動させ、その様子をビデオ撮影し、ImageJ
と R を用いて、運動速度と方向変化量を算出した。
クラスター解析により、線虫の行動状態を分離し
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）SIA ニューロンにおけるカルシウム反応の
解析 
 SIA でのカルシウムイオンの測定のために、
ceh-17 プロモーターとカルシウムレポーター
GCaMP の融合遺伝子を作製した。この誘導遺伝
子を、C. elegans 個体にマイクロインジェクショ
ンにより導入し、形質転換体を作成した。まず、
初めにこれらの個体で測定を行ったが、測定結果
に個体差が大きかった。C. elegans にマイクロイ
ンジェクションにより遺伝子を導入すると、導入
遺伝子は染色体外に半安定的に維持される。UV
照射により、この染色体外の導入遺伝子を染色体
内に導入し、安定的に保持させることができる。
ceh-17::GCaMPについても、この操作により、染色体内に導入した。 
この安定的な形質転換体でオクトパミン暴露時の蛍光強度変化を測定した（図２）。C. 

elegans 個体が接触している溶液がオクトパミンを含む溶液に置き換わると、蛍光強度の上昇
のスパイクが観察された。これは、オクトパミンを含まない溶液に置き換えた後もしばらく継
続した。この結果から、SIA ニューロンではオクトパミン刺激によって、カルシウム濃度の上
昇が起こることが示唆された。 
 
（２）受容体変異体における SIAニューロンでのカルシウム反応 
 次に、融合遺伝子を持つ形質転換体と SER-3受容体および SER-6受容体の変異体（ser-3と
ser-6）を掛け合わせ、レポー
ター遺伝子を持つ受容体変異
体を作製した。C. elegans に
は、SER-3 と SER-6 の他に、
さらにもう一つのオクトパミ
ン受容体で、Gi 共役型受容
体である OCTR-1が存在する。
この受容体の変異体（octr-1）
についても同様に掛け合わせ
を行った。また、変異体同士
を掛け合わせて 3 重変異体を
作製した。 
これらの単独変異体と 3 重
変異体についてオクトパミン
刺激によるカルシウム反応の
解析を行った（図３）。ser-3、
ser-6、octr-1 いずれについて
も単独変異体では、オクトパ
ミン依存的なカルシウム反応
が見られ、野生型と有意な差
がなかった。これに対し、3
重変異体では、野生型と比べ
てカルシウム反応が減少して
いた。以上の結果から、オク



トパミンにより、SIA ニューロンでのカルシウム濃度の上昇が引き起こされること、一つのオ
クトパミン受容体がなくなっても反応は起こることが明らかとなった。しかし、全ての受容体
が存在しないと反応が見られないことから、外来性オクトパミンは非特異的に SIA ニューロン
を刺激しているのではなく、オクトパミン受容体依存的にカルシウム反応を起こしていること
が分かる。このことから、SER-3 と SER-6 のどちらか一つの受容体がなくなってもみられな
くなる CREBの活性化とは異なり、どちらかの受容体があればカルシウム反応が起こることが
示唆された。従って、シグナル伝達ごとに必要となる受容体が異なると考えられる。 

 
（３）オクトパミンによる自発運動量の制御 

C. elegans は、運動量の多い状態と運動量
の少ない状態を遷移していて、雌雄同体は運
動量の少ない状態で過ごす時間が長い。この
行動状態の制御には様々な伝達物質が関与し
ており、ドーパミン欠損株では、運動量の多
い状態で過ごす時間が長いことが報告されて
いる 4。これまで、我々は SIA ニューロンに
おけるオクトパミンシグナル伝達はドーパミ
ンにより制御されていることを明らかにして
いる 2。さらに、SIA でのオクトパミンシグ
ナル伝達が運動量を制御することが近年報告
された 5。このことから、SIA で働くオクト
パミン受容体の運動量調節への影響を調べた。
行動状態を測定するために、C. elegans の寒
天培地上での行動を録画し、クラスター分析
により、高運動量状態（Roaming と Fast 
Turn）と低運動状態（Dwelling）に分離し、
それぞれの状態で過ごす時間を決定した。そ
の結果、ドーパミン欠損株 cat-2 では、低運
動量状態で過ごす時間が減少していた（図４）。
しかし、オクトパミン欠損株 tbh-1 のバック
グラウンドでは、cat-2 で見られた低運動量状
態の減少が抑制されていた。この結果から、
ドーパミンの下流でオクトパミンが働き、運
動量を制御していることが示唆された。次に、
オクトパミン受容体変異体について同様の解
析を行ったところ、ser-3、ser-6、octr-1 単独
の変異体では、cat-2 による低運動量状態の減
少は抑制されていなかった。しかし、全ての
受容体を欠損した 3重変異体では、cat-2によ
る運動量の増加が完全に抑制された。また、
この働きについて、ser-3と ser-6は SIAニュ
ーロンで機能することを確認した。これらの
結果から、SIA ニューロンでの SER-3 と
SER-6 によるシグナル伝達はドーパミンの下
流で働き、運動量の調節に関わることが明らかになった。さらに、SIA ニューロンでのカルシ
ウム反応と同様に、片方の受容体でも運動量の制御を行うことができることが明らかになった。 
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ドーパミンは線虫C. elegansの運動量の性差を生み出す
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