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研究成果の概要：フェノールアミンは、無脊椎動物の嗅覚、視覚、ストレス応答、記憶・学習

など、様々な生理現象に関わる情報伝達物質である。フェノールアミンレセプターは、フェノ

ールアミンを結合して、環境情報を細胞外から細胞内に伝える細胞膜タンパク質である。本研

究では、レセプター遺伝子 4 種をカイコ（Bombyx mori）幼虫の神経組織から単離し、培養細胞

に発現させて、個々のレセプターの機能と性質を明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

オクトパミンとチラミンは、フェニルアラ
ニンから合成されるフェノールアミンであ
り、無脊椎動物において情報伝達物質として
重要な生理機能を担っている。環境変化に応
じて放出されるフェノールアミンのシグナ
ルは、細胞膜タンパク質であるレセプターを
通じて細胞内に伝えられる。従来、フェノー
ルアミンレセプターの機能や薬理学は、組織
から抽出した標品を用いて研究されていた。
しかしその後、多くのレセプターにおいて複

数のサブタイプの存在が明らかになり、無脊
椎動物のフェノールアミンレセプターにお
いても、個々のサブタイプの機能や性質を明
らかにする必要があった。特に、フェノール
アミンレセプターは殺虫剤のターゲットと
しても重要であり、各サブタイプの薬理学的
性質を解明する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 

最近は、種々の生物のゲノム解析プロジェ
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クトが進行し、そのデータが公開されている。
そこで我々は、日本で進められたカイコゲノ
ム解析のデータを利用して、フェノールアミ
ンレセプター遺伝子の探索、単離、発現、お
よびレセプター機能解析を行い、生体アミン
の生理学研究や薬理学研究に資することを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

 
(1) クローニング 

カイコゲノムプロジェクトによって公開
されている遺伝子配列データを既知の遺伝
子の配列を使って検索し、カイコに存在する
フェノールアミンレセプターの探索を行っ
た。カイコ（Bombyx mori）幼虫神経組織か
ら抽出した RNA を用いて RT-PCR によって目
的の cDNA をクローニングし、動物培養細胞
発現用プラスミドベクターpcDNA3 に挿入し
た。そのプラスミドをヒト胎児腎臓由来細胞
HEK-293 細胞に導入し、抗生物質 G418 存在下
で生存する遺伝子組込み細胞をクローニン
グした。個々のクローン細胞について、
RT-PCR や免疫染色法を用いてレセプター安
定発現の確認とクローンの選抜を行った。 
 
(2) 解析 

レセプターの機能解析は、結合タンパク質
に対する生成 cAMP と[3H]cAMP の競合を原理
とする cAMP アッセイと Ca2+インディケータ
ーFura 2 を用いる Ca2+アッセイによって行っ
た。また、リガンドのレセプター親和性は、
トリチウム標識リガンドを用いるレセプタ
ー結合アッセイによって測定した。 
 
４．研究成果 
 
 カイコゲノムデータベース（KAIKObase）
を探索することにより、カイコには少なくと
も 4種のフェノールアミンレセプターが存在
することが分かった。そのうちの 2 つはオク
トパミンを優先的に結合し、残りの 2 つは、
オクトパミンの生合成前駆体であるチラミ
ンを優先的に結合した。いずれも 7 回膜貫通
の Gタンパク質共役型レセプター（GPCR）で
あり、それぞれのレセプターを BmOAR1、
BmOAR2、BmTAR1、および BmTAR2 と命名した。 
 
(1) 1-アドレナリン様オクトパミンレセプ
ターBmOAR1 

このレセプターは、ヒトの1-アドレナリン
レセプターと類似したアミノ酸配列と機能
を持っている。オクトパミンと反応して、主
に細胞内 Ca2+濃度を高めたが、同時に(高濃度
オクトパミンにより)細胞内サイクリック
AMP（cAMP）濃度も上昇させた。これらのい
わゆるセカンドメッセンジャーが細胞内生

理変化の引き金になる。従って、昆虫組織で
のレセプターの発現部位の解明とともに、ど
のセカンドメッセンジャーと連結されてい
るかを明確にすることは重要である。 
まず、オクトパミン結合に関わる BmOAR1

のアミノ酸残基の同定とレセプター活性化
機構の解明を行った。細胞内 Ca2+と cAMP はそ
れぞれ Gｑと Gｓタンパク質を介して生成され
る(図 1C)。この 2種類のセカンドメッセンジ
ャー濃度を上昇させる機構について、アミノ
酸変異をもつレセプターを数種作製してシ
グナル伝達経路を調べたところ、第 6膜貫通
領域（TM VI）におけるひとつのアミノ酸残
基(チロシン 412)が経路選択に関わっている
ことが分かった。つまり、レセプターの活性
化は 2段階から成り、オクトパミン分子の両
末端官能基が TM III のアスパラギン酸 103
および TM V のセリン 198 と相互作用すると
Ca2+濃度の上昇が引き起こされ、これにさら
に-水酸基とチロシン412との相互作用が加
わると、cAMP 濃度上昇が起こることが分かっ
た(図 1, 2)。これらの結果の詳細は、学会発
表②と③、および論文①－③で報告した。昆
虫生体アミンレセプターの活性化機構を報
告したのはこれが初めてである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. オクトパミン，チラミン，およびその
レセプターの構造と活性化機構．A, オクト
パミン（OA）とチラミン（TA）の構造．B, BmOAR1
と BmTAR1 の構造とアゴニスト相互作用アミ
ノ酸．C, BmOAR1 と BmTAR1 のシグナル伝達機
構．Ri=不活性化レセプター．Rs=半活性化レ
セプター．Rf=完全活性化レセプター．Ra=活
性化レセプター．（論文①より転載） 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. BmOAR1（A）と BmTAR1（B）ホモロジ
ーモデルへのオクトパミン（A）とチラミン
（B）のドッキング．（論文①より転載） 
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 次に、BmOAR1 の薬理学的性質を調べた。そ
の結果、3 種の合成アゴニストが Ca2+上昇活
性を誘起し、活性はクロニジン＞ナファゾリ
ン＞トラゾリンの順となった。殺虫剤クロロ
ジメホルムの活性化体である DMCDM は、高い
cAMP 生成活性を示したが、Ca2+上昇活性は低
かった。一方、別の殺虫性化合物 NC-5 は両
活性ともに高かった。DMCDM は、BmOAR1 が連
結している二つのシグナル伝達経路うち一
つにだけにシグナルを伝達するという点で、
い わ ゆ る 機 能 的 選 択 性 （ Functional 
Selectivity）を示す化合物として殺虫活性
発現機構との関連で注目される。アンタゴニ
ストについては、二つの化合物が活性を示し、
オクトパミンによる Ca2+生成を抑制した。活
性順は、クロロプロマジン＞ヨヒンビンであ
った。この活性順は、クロロプロマジンとヨ
ヒンビンに関しては、オクトパミンによって
誘起される cAMP 生成に対する抑制活性と同
じであったが、cAMP 抑制活性を指標とした場
合は、ミアンセリンもアンタゴニスト活性を
示した点が異なっている。これらの薬理学的
性質については、学会発表③と⑤において報
告し、現在、論文投稿中である。 
 
(2) -アドレナリン様オクトパミンレセプタ
ーBmOAR2 

KAIKObase に存在する 393 アミノ酸をコー
ドする GPCR 遺伝子をクローニングし、
HEK-293 細胞に発現させてレセプターの機能
解析を行った。また、このレセプターのバリ
アントと思われる遺伝子もクローニングし
たが、翻訳領域内の 5’末端側に停止コドン
が挿入されており、この遺伝子は、機能タン
パク質をコードしない偽遺伝子と考えられ
た。BmOAR2 は、0.1 nM のオクトパミンに対
して応答を示し、100 nM において最大の cAMP
生成を引き起こした。Gsタンパク質と共役し
ていると考えられる(図 3)。しかし、これよ
り高濃度のオクトパミンでは cAMP 生成が低
下した。合成アゴニストである DMCDM も同様
の二相性の応答を示したが、最大応答はオク
トパミンより低い 1 nM で起こった。オクト
パミン類似生体アミンであるチラミンとド
ーパミンはほとんど反応しなかった。レセプ
ターに対する親和性はオクトパミン＞チラ
ミン＞ドーパミンの順となった。アンタゴニ
ストの試験を行ったところ、クロロプロマジ
ンがオクトパミンによる cAMP 生成を阻害し
た。細胞内 Ca2+濃度上昇は引き起こさなかっ
た。この成果は、学会発表④で報告し、詳細
は現在、論文投稿中である。 
 
(3) 2-アドレナリンレセプター様チラミン
レセプターBmTAR1 

アミノ酸配列と機能に関して2-アドレナ

リンレセプターに類似性を示すフェノール
アミンレセプターをクローニングし、機能解
析した。このレセプターは Giタンパク質と共
役し、チラミンの作用によって活性化される
と、アデニル酸シクラーゼによる cAMP 生成
を抑制した(図 1C)。Ca2+濃度上昇は惹起しな
かった。チラミンは、オクトパミンより
100-1000 倍高活性、高親和性であった。アン
タゴニスト活性は、ヨヒンビン＝クロロプロ
マジン＞メトクロプラミドの順であった。チ
ラミン結合には、TM III のアスパラギン酸
134、TM V のセリン 218 およびセリン 222 の
3 アミノ酸残基が関わることが、アミノ酸置
換変異体を用いた実験から分かった(図 1, 2)。
リガンド結合機構については、BmOAR1 との関
連で論文①で解説した。 
 
(4) 新規チラミンレセプターBmTAR2 
KAIKObase に存在する新規チラミンレセプ

ターのクローニングと機能解析を行った。
BmTAR2 は、452 アミノ酸からなる GPCR をコ
ードしていた。機能的には1-アドレナリンレ
セプターに類似しているが、系統樹解析の結
果、アドレナリンレセプターのどのサブタイ
プのグループにも属さないことが明らかに
なった。チラミンに対しては nM オーダーで
特異的に応答し、細胞内 Ca2+レベルを上昇さ
せた(図 3)。これに対してオクトパミンの場
合は、100 M 以上でのみ Ca2+上昇を惹起した
ので、明らかにチラミン選択性である。[3H]
チラミンを用いた競合実験においても、
BmTAR2 はチラミンに対しては nM オーダーの
親和性を示したが、オクトパミンに対しては
M オーダーであった。細胞内 cAMP 生産とは
共役していなかった。オクトパミンレセプタ
ーにおいてアゴニスト活性を示した化合物
は、BmTAR2 に対してはいずれも活性を示さな
かった。3 化合物がアンタゴニスト活性を示
し、その活性順はヨヒンビン＞クロロプロマ
ジン＞ミアンセリンであった。この成果は、
学会発表①で報告し、現在、論文投稿中であ
る。 
 
 
 
 
 
 
図 3. BmOAR2 と BmTAR2 の活性化機構． 

 
本研究では、カイコゲノムデータベースを

利用して、カイコ幼虫神経組織から 4種のフ
ェノールアミンレセプター遺伝子を単離し、
培養細胞に発現させて、機能と薬理学的性質
を明らかにした。4 種のうち 2 種はオクトパ
ミンレセプター、残りの 2種はチラミンレセ
プターと同定した。クローニングしたレセプ
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ターのうち 3種はアミノ酸配列と機能の類似
性の観点から脊椎動物のアドレナリンレセ
プターと関連付けることができた。残りのひ
とつは、明確にアドレナリンレセプターと関
連付けることはできなかった。同一昆虫種か
ら 4種のファミリー構成レセプターをクロー
ニングし、比較解析したのは、本研究が初め
てである。今後、本研究で構築した発現系を
使って各レセプターに特異的に作用するリ
ガンドを同定し、さらにそれぞれの生理学的
役割を明確にする研究が発展することが期
待される。 
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