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研究成果の概要（和文）：本研究では5-HT2C受容体(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、Ta
ngo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、受容体は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。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を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a serotonin (5-HT) 2C receptor (5-HT2CR)-Tango assay 
system, a novel analysis tool of 5-HT2CR activity based on the G protein coupled receptor-arrestin 
interaction. In the first year, we constructed pEF1-5-HT2CR-Tango plasmids by modifying plasmids for 
Tango-system in drosophila with insertion of 5-HT2CR gene. We used two isoforms of mRNA editing, that is, 
INI and VGV isoforms of 5-HT2CR. Then we constructed plasmids for EGFP-reporter whose expression reflects 
the amount of released LexA by arrestin. In the second year, we developed a cell line stably expressing 
5-HT2CR-Tango system using HEK293 cells and measured activity of INI and VGV isoforms and confirmed this 
system worked well. We think this system will be applied for high throughput drug-screening of 5-HT2CR 
activating ligands and in vivo brain imaging of 5-HT2CR activity after developing 
5-HT2CR-Tango-transgenic mice in the future.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： 5-HT2C受容体　Tango　GPCR　arrestin　RNA編集
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１．研究開始当初の背景 
セロトニン 2C 受容体（5-HT2CR）は Gq/G11

と共役する G タンパク質共役型受容体

（GPCR）の１つで、脳高次機能や摂食等で

重要な役割を担っており、精神疾患やメタボ

リック症候群などの疾患に対する治療薬の

ターゲットになっている 1), 2)。 

我々はこれまで 5-HT システムによるスト

レス応答ペプチドの制御 3)やアルコール依存

形成における 5-HT2CR の関与 4)などの解析を

行ってきた。5-HT2CR の mRNA は RNA 編集

と呼ばれる転写後修飾を受ける。この編集の

結果、活性の異なる複数のアイソフォームを

発現する。慢性的アルコール暴露により編集

酵素 ADAR の発現上昇が起き、側坐核におけ

る 5-HT2CR の RNA 編集が亢進することによ

って特定のアイソフォームが増加すること

を見出した 5)。しかし、この編集亢進による

側坐核 5-HT2C 活性の変化については分かっ

ておらず、これをリアルタイムで測定する方

法の開発が必要となった。 

Tango を利用した GPCR 活性測定は様々な

受容体に応用できる 6)が、このテクニックは

培養細胞でのみ利用されてきた。最近このテ

クニックをショウジョウバエに導入し、ドー

パミン受容体活性のライブイメージングに

成功した 7)。 
 
２．研究の目的 

我々は、最近ショウジョウバエで開発され

たドーパミン受容体を解析する Tango システ

ムを 5-HT2CR に応用して 5-HT2CR 活性をリア

ルタイムで測定できるシステムの確立を最

初 in vitroの細胞培養系で行い, 将来 in vivoで

5-HT2CR の脳高次機能への関与を解析できる

系の開発を最終目標としている。補助金を受

けている２年の研究期間内にまず Tango を利

用した 5-HT2CR 活性の測定系の開発を、

HEK293 細胞を使って行う。その時に RNA 編

集によりアミノ酸配列が異なる２種類の

5-HT2CR アイソフォーム、未編集型（INI、第

２細胞内ループの 156, 158, 160 番目のアミノ

酸がイソロイシン、アスパラギン、イソロイ

シン）、と編集型（VGV、バリン、グリシン、

バリン）を使ってベクターを構築し、基礎活

性や 5-HT 刺激による活性を、EGFP をリポー

ターとしてアッセイする系を確立すること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 

Tango と呼ばれる Arrestin の GPCR への結

合を利用したシステムを 5-HT2CRで構築した。 

(1)プラズミド構築 

まず、ショウジョウバエ用に開発された

Valium-TEVcs-LexA-HA-2A-Arrestin-TEVp プ

ラスミド 7)を動物細胞で発現させるために、

NotI-XbaI 断片

（TEVcs-LexA-HA-2A-Arrestin-TEVp）を pEF1

の NotI-XbaI 部位に挿入した。そして、TEVcs

の上流（KpnI-NotI）に終止コドンを除いた

5-HT2CR を挿入し、pEF1-5-HT2CR-Tango プラ

スミドを構築した。なお、5-HT2CR は２種類

の RNA 編集アイソフォーム（INI と VGV）

を使用した。 INI, VGV のサブクローニング

は既に報告している通り 5)、INI: 

5′-GGTACCCGCCACCATGGTGAACCTGGG

CAC-3′, VGV: 

5′-GCGGCCGCCCACACTACTAATCCTCTCG

-3′を用いて pGEM-T easy (Promega 社)ベクタ

ーを用いて行い、KpnI-NotI フラグメントを

pEF1 に挿入して、pTango-5HT2CR を作製した。 

次に、レポーターとして pLexOP-mini-EGFP

プラスミドを構築した。このプラスミドは、

CMVプロモーターの上流にLexAオペレータ

ー配列を持ち、EGFP 発現は 5-HT2CR から遊

離した LexA の量に依存する。なお、EGFP

は通常の半減期のもの（EGFP）と短いもの

（dEGFP）を使用した。 

 (2)安定細胞株作製 

5-HT2CR-Tango の活性を、EGFP レポーター

遺伝子発現を指標に測定するために、

pLexOP-mini-EGFP または dEGFP の安定発現



株を HEK293 細胞で作製した。細胞選別には

hygromycin B (100 µg/mL)を使用した。 

(3)ウエスタンブロット 

次に、5-HT2CR-Tango の発現をウエスタン

ブロットを用いて調べた。COS7 細胞に

5-HT2CR-Tango プラズミドを遺伝子導入にし

て 24 時間後 PBS 洗浄し、Triton X-100 で細胞

を溶解して回収した。20000Xg で遠心後、上

清を SDS-PAGE泳動を行って PVDFメンブレ

ンに転写後抗 HA 抗体(1:1000、GeneTex 社)

で免疫反応(12 h, 25ºC)させた。発色はアルカ

リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 発 色 法 (nitroblue 

tetrazolium chloride 、 

5-bromo-4-chloro-3′-indolylphosphatase 

p-toluidine salt）を用いて行った。 

(4)免疫細胞染色 

細胞内局在が観察しやすい HeLa 細胞を用

いた。カバーグラス上に培養した HeLa 細胞

にリポフェクタミン 2000 で 5-HT2CR-Tango

を導入 24 時間後、4%パラホルムアルデヒド

で固定し、抗 HA (1:1000)抗体、または抗

5-HT2CR 抗体(1:100, D-12, Santa Cruz 社)で免

疫反応(12 h, 25 ºC)させた。２次抗体は Alexa 

Fluor 488 で標識した goat anti-rabbit IgG or 

goat anti-mouse IgG (Life Technologies 社)を用

いた。DAPI（Dojinndo 社）で核染色後、共焦

点レーザー顕微鏡(LSM 510 META, Carl Zeiss

社)を用いて細胞内局在を観察した。 

(5)Fluorometric 解析 

あらかじめ pLexOP-mini-EGFP リポーター

細胞(2 × 104)を 96 穴プレートに培養し、

pTango-5HT2CR プラズミドを リポフェクタ

ミン 2000 で遺伝子導入した。24 時間後 5-HT

または 5HT2CR の選択的阻害剤 SB242084 を

投与してさらに 24 時間おいてリポーター

(EGFP)の活性を測定した。蛍光強度の測定は

fluorometer (Tecan GENios 社)を用いて行った。

フィルターは 485-nm (excitation) と 535-nm 

(emission) を使用した。 
 
 

４．研究成果 

図１のようにTango システムで5-HT2CR機

能を解析するために、 LexA-tagged 受容体 

(pTango-5HT2CR) と EGFP-reporter 

(pLexAOPmini-EGFP/Hygro) プラズミドを構

築した。 

図１ 

 

 

 

 

 

 

この pTango-5HT2CRの受容体 C端末にはタ

バコ etch virus のプロテアーゼ (TEVp)切断部

位と転写因子 LexA および HA タグが連結さ

れている。さらに self-cleavage sequence 2A と

Arrestin1-TEVp が続いており、このベクター

を強制発現させると、2A で切断され、

Arrestin1-TEVp が細胞質に存在する。5HT2CR

の活動に依存して arrestin1 がリクルートされ

ると、TEVp の作用で LexA-HA が切り離され

て、核内に移行し LexA オペレーター(LexOP)

に結合することで EGFP がリポーターとして

発現が増強するする仕組みである。この原理

をスキームで表すと図 2 のようになる。 

図 2 

 

この pTango-5HT2CRシステムをCOS-7で構

築して抗 HA 抗体でウエスタンブロッティン

グを行うと、多数のバンドが現れた（図 3）。

175 kDa は全長、70-100 の多数のバンドは 2A

で自己切断を受けた、5-HT2CR-LexA_HA のサ

イズで、これは糖鎖の修飾も受けた大きさで



あると推測された。LexA_HAはおよそ 50 kDa

に位置していると考えられた。 

図 3 

 

また、pTango-5HT2CR を HeLa 細胞に遺伝

子導入して抗 HA 抗体と抗 5-HT2CR 抗体で免

疫細胞化学を行って細胞内局在を検索する

と、図４のように受容体は主に細胞膜に存在

し、LexA は TEVp により TEVcs で切断され

主に核に存在していることが確認できた。 

図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に HEK293 細胞に The LexA-driven EGFP 

reporter 遺伝子を発現させた安定株を作製し、 

pTango-5HT2CR INI または VGV isoforms を

導入した。EGFP 発現は両方のアイソフォー

ムで観察でき受容体の constitutive activity を

反映していると思われた。さらに 5-HT で受

容体を刺激すると EGFP リポーターの発現が

増強し(図 5A)、また濃度依存的に LexA_HA

の release が亢進した(図 5B)。 

図 5A 

 
 
 
 

図 5B 
 
 
 
 
 
 

 
また、EGFP-リポーター遺伝子の発現を指

標に fluorometric 解析を行うと、図 6 のよう

に 5-HT 刺激により濃度依存的に蛍光強度が

増強し、5HT2CR の活性化の程度を検出でき

ていると考えられた。INI 型と VGV 型では蛍

光強度に差があり、INI の方が全体に強かっ

たが、これは２つのアイソフォームでは受容

体の細胞内伝達系（イノシトールリン酸、細

胞内カルシウム濃度）に差があり、編集型

VGV の方が低い反応を示す先行研究の結果

5)を支持した。 
図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに 5HT2CR の選択的なインヒビター

(SB242084)で前処理すると、図 7 のようにこ

の 5-HT による EGFP-リポーターの反応性増

加が抑制されることを分かった。 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1: Control Vector 
2: 5-HT2CR-INI-Tango 
3: 5-HT2CR-VGV-Tango 
4: LexA_HA 

  



以上まとめると、5HT2CR-Tango システム

の構築に培養細胞系では成功したと思われ

る。これらの成果をまとめて、現在論文投稿

中である。今後この細胞系で fluorometer を用

いて様々な化合物の 5HT2CR 活性化の程度を

スクリーニングすることが期待できる。さら

には将来この系をマウスニューロンに導入

したトランスジェニックマウスを作製して、

脳部位特異的な 5HT2CR 活性を in vivo EGFP 

reporter を検出することで解析できれば、情動、

摂食を含めた、5HT2CR 研究の発展に貢献で

きると思われる。 
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