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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はシナプス間隙に放出されたセロトニンを再取り込みする分子
であり、セロトニンによる神経伝達を直接変化させる。軟体動物モノアラガイでは味覚学習にセロトニン分泌細胞が重
要であることから、本研究ではモノアラガイのセロトニントランスポーターmRNA 3'UTR上の繰り返し配列と味覚学習行
動、その関連分子メカニズムについて解析した。その結果、長さの異なる2種類の繰り返し配列がゲノム上の遺伝子多
型として存在し、一方を優先的にmRNAとして発現していた。同配列は規則性のあるヘアピン構造をとることが予測され
、 特定タンパク質が結合すること、学習行動との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The serotonin transporter removes the neurotransmitter serotonin from the 
synaptic clefts and regulates the extracellular serotonin level. In the mollusc Lymnaea stagnalis, a 
large serotonergic neuron has been proposed as the key neuron in the neuromodulatory circuit for 
conditioned taste aversion learning (CTA), based on the behavioral experiments. In this study, we focused 
on variable number of tandem repeat (VNTR) in the 3’-untranslated region (3’-UTR) of Lymnaea serotonin 
transporter and the genome polymorphism, and the effects on animal behavior. We found two types of the 
VNTR (16 or 24 repeats) as the genome polymorphism, and each animal expressed either of one in the brain. 
We also obtained results indicating the effects of the VNTR on the animal behaviors, and the RNA-protein 
interaction specific for the VNTR.

研究分野： 動物生理・行動
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１．研究開始当初の背景 
セロトニントランスポーター（5HTT）は、

シナプス間隙に放出されたセロトニンをシ
ナプス前細胞に再取り込みし、伝達物質量を
直接的に調節する分子である。同分子は抗う
つ薬である選択的セロトニン再取り込み阻
害薬（SSRI）のターゲットとしても知られ、
セロトニン量調節を介して動物行動を大き
く変化させる。 
これまでに、5HTT 発現に関わる遺伝的要因

についてゲノム、RNA の非コード領域上の遺
伝子多型との関連が示されてきた。特に、ヒ
トの精神疾患と 5HTT プロモーター上の反復
塩基配列（variable number of tandem repeat，
VNTR）との関連について複数の報告がある。
しかし、人種や性別により結果が異なるなど、
遺伝的背景や神経メカニズムが複雑な実験
系では遺伝子多型と行動変化との関連解析
が容易でないことが示されている。また、哺
乳類 5HTT の イントロン上 VNTR や、mRNA 3’ 
UTR 上の塩基置換に関する報告もあるが、関
連する分子機構は解明されておらず、出され
た結果に一致した見解がない状態が続いて
きた。 
以上のように、遺伝子多型による 5HTT 発

現調節機構の存在と、行動変化との関連が示
されているが、そのメカニズムは明らかにさ
れていない。また哺乳類など複雑な神経系を
持つ動物では、遺伝的要因と行動変化との関
連を直接的に探究することは困難であった。 
軟体動物モノアラガイの味覚学習には左

右 一 対の特 定 セロト ニ ンニュ ー ロ ン
（cerebral giant cell, CGC）が重要であり、
関係する神経回路内のセロトニンニューロ
ンは CGC のみであり、CGC ではモノアラガイ
5HTT が高発現している。 
 
 
２．研究の目的 
軟体動物モノアラガイを用い、5HTT の遺伝
子多型、 mRNA 上の VNTR による動物行動変化
と関連する分子メカニズムを解析する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）5HTT mRNA 3’UTR 上の VNTR 配列解析 
（２）ゲノム DNA 上の VNTR 配列解析                        
（３）VNTR 配列特異的に結合するタンパク質
の同定 
（４）VNTR 配列の２次構造予測 
（５）味覚嫌悪学習と mRNA 上 VNTR 配列との
関連解析 
 
 
４．研究成果 
（１）5HTT mRNA 3’UTR 上の VNTR 配列解析 
モノアラガイの 5HTT mRNA は、約 5400～

5600 塩基の長い 3’UTR を持つ。この 3’UTR
の第 3000～4000 塩基の間に、約 25bp の類似
した配列が繰り返し出現する VNTR 配列があ

ることが分かった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 1） 
まず、個体ごとの mRNA 上 VNTR 配列解析を

行った。各個体中枢神経系由来の cDNA サン
プルを作製し、VNTR 部を挟むプライマーを用
いて RT-PCR を行った。その結果、2種類の長
さの PCR 産物が見られた。12 個体中 2個体サ
ンプルでは 24 回繰り返し配列（以降 24VNTR
とする）が、その他の 10 個体のサンプルで
は 16 回繰り返し配列（以降 16VNTR とする）
が増幅された。mRNA 上の VNTR 配列は 2 種類
存在し、個体ごとにどちらか 1種類のみを示
すことが分かった。 
 
（２）ゲノム DNA 上の VNTR 配列解析 
次に、5HTT mRNA 上の VNTR 配列の個体差が

ゲノム DNA の遺伝子多型によるものか、ゲノ
ム上の VNTR 配列を解析した。32 個体を使用
し、genomic PCR を行った結果、RT-PCR の結
果と異なり、一個体において16VNTRと24VNTR
の 2 種類が増幅される例もあった。また、同
一卵塊の個体でも VNTR 配列が同じではなか
った。24VNTR 単独は 11個体、16VNTR 単独は
13 個体で、両方現れたのは 8個体だった。  
（１）（２）に実験から、5HTT の VNTR には
16 回と 24 回型の遺伝子多型が存在し、mRNA
として一方を優先的に発現することが示さ
れた。 
 
（３）VNTR 配列特異的に結合するタンパク質 
biotin 標識された 5HTT VNTR の合成 RNAを

プローブとし、中枢神経系抽出タンパク質と
混 合 し た RNA － タ ン パ ク 複 合 体 を
streptavidin ビーズで回収した。プローブは
24VNTR の sense 鎖と、コントロールとして
antisense 鎖を合成した。その結果、RNA 結
合タンパク質量に差が見られた部分を矢印
で示した。SDS-PAGE によって sense 鎖のみに
結合するタンパク質が多くみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
5HTT mRNA の VNTRに結合するタンパク質が

中枢神経系内に存在することが示唆された。
これらのバンドからタンパク抽出、同定を試
みたがタンパク同定には至っていない。 
 
（４）VNTR 配列の２次構造予測 
解析ソフト（RNA secondary structure 

prediction, Brodsky et al., 1992, 1995）
と他複数の解析プログラムを用いて 16VNTR
と 24VNTR の２次構造を予測したところ、一
定間隔で、同程度の大きさを示す繰り返しヘ
アピン構造をとることが予測された。また、
antisense 鎖配列についても同様の解析を行
ったところ、ソフトにより２次構造予測不能
である場合、様々な大きさのループが不規則
に並ぶなど結果が一定でなく、２次構造予測
が困難であった。 
 
（５）味覚嫌悪学習との関連解析 
各個体が持つ 5HTT mRNA の VNTR 配列と、

学習能力との関連を調べた。モノアラガイに
繰り返し条件付けを行い、個体由来の cDNA
サンプルを作製した後、VNTR 配列を調べた。
その結果、24VNTR を持つ個体は学習成績の良
いグループ中 30％存在するが、学習成績が悪
いグループには含まれていなかった。 
（１）（２）より mRNA 上の VNTR 配列解析で
は個体群の中には 24VNTR を発現する個体が
20-30%ほど現れることが予測されるが、学習
成績の悪いグループは異なる傾向を示すこ
とがわかった。 
また、リアルタイム PCR による発現量解析

では、学習成績による 5HTT mRNA の量差は見
られなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図２） 
 
モノアラガイでは 5HTT 抗体がないためタ

ンパク定量や細胞内局在は解析できていな
い。このため、これらの解析に加えて、神経
細胞内のタンパク質挙動のライブイメージ
ングを目指した。蛍光タンパク質によるタン
パク質標識により培養神経細胞におけるシ
ナプス機能分子の挙動解析を行った（学会発
表２，３）。また、行動変化に関連する発現
遺伝子の網羅的な解析を目指し、次世代シー
ケンスによるモノアラガイの transcriptome
データの構築を行った（論文１，学会発表４）。 
 

これまでの実験からVNTR遺伝子多型、mRNA
上の VNTR 配列と学習成績が関連する可能性
が示された。ただ、これらは 5HTT 遺伝子発
現量とは関連していない。先の実験（４）（５）
により、RNA の VNTR 配列は規則的なヘアピン
構造をとることが予測され、特定タンパク質
と 5HTT mRNA 上の VNTR 配列との相互作用が
おこることが示されている。味覚学習に関わ
るセロトニン分泌細胞内において、関連タン
パクによる 5HTT の VNTR の翻訳機構への関与、
あるいは mRNA の細胞内局在への関与も考え
られる。 
本研究では軟体動物を用いているが、哺乳

類 5HTT mRNA3’UTR にも VNTR 構造があるこ
と、培養細胞実験系では VNTR が mRNA の寿命
に関係するとの報告もある。遺伝子多型およ
び mRNA 上の VNTR を含むセロトニン調節メカ
ニズムについて、動物種を越えた研究が今後
も発展していくことが期待される。 
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