


ぺ〕

メラノコルチン受容体のクローニングおよび

薬理学的性質

下東義正



目次

頁

緒言

第 l章 メラノコルチン受容体遺伝子のクローニングおよび

組織分布

序 5
第 l節 メラノコルチン受容体(MCR)のクローニング 5 

第 2節 MCR遺伝子のクロモゾーム局在 7 

第 3節 MCRの組織分布 10 
第 4節考察 12 

実験材料および実験方法 14 

第 2章 MCR-3， -4， -5の薬理学的性質

序
第 l節 MCR-3およびMCR-1の比較検討
第 2節 MCR-4およびMCR-3の比較検討
第 3節 MCR-5に関する検討
第 4節考察

18 
19 
20 
24 
. 26 

実験材料および実験方法 28 

第 3章 MCR-3の細胞内情報伝達

序
第 1節 細胞内cAMPおよびIPsの相互関係
第 2節考察

実験材料および実験方法

結論

謝辞

引用文献

Q
J
Qノ
今

3

勺
J
U

勺
L

司、d

34 

36 

37 

38 



緒言

下垂体ペプチドホルモンの前駆体である pro-opiomelanocortin(POMC)は初訳後メ

ラノコルチンと総称される種々の重要な活性型ホルモン、即ちαー， s-，およびy-

melanocyte stimulating hormone (MSH)および adrenocorticotropichormone(ACTH)等

に変換される。Mainsら(りが AC宵-l(ト39)およびs-endo中hinに共通の前駆ペプチド

が存在することを指摘し、その 2年後、 corticotropin-s-巴ndo中hinのcDNAの塩基配

列が Nakanishiら{勺こより決定され、その遺伝子構造および生合成過程が明らかに

されてきた。 NakanishiらはPOMCの前駆ペプチドには 2個の塩基性アミノ酸によ

り分断されたいくつかの繰り返し配列が存在し、その塩基性アミノ酸、即ち Iysine

とarglnmeが切断部位であること、さらに塩基配列解析の結果、当時存在が知られ

ていなかった3番目の附 H、即ちy-MSHの存在を指摘した。

POMci遺宜伝子から生成するペプチドとして、 α-MSH、ACηf七、c∞0目rtl応c∞0甘opin-li批ke

iM包巴rm巴dωla臨t包巴か-拍 bep戸ep仰tid仇e(にCLIP町)、y-I ipotrop in(y-LPH) 、 s-endo叩hin、s-MSH 、

me出ionine-enkeph叫m、y-MSHおよびjoiningpeptide(JP)が知られており(Fig.1)、

前駆体よりのペプチドの変換生成は細胞特異的であり、通常カルボキシ末端のア

ミド化を伴う(3，。 またメラノコルチンは構造上の特徴としてペプチド鎖の中心に 7

つの共通する heptapeptide[Met-Glu(Gly)-His-Phe-Arg-Trp-G ly (Asp)]を有する

(Fig.2)。
POMCペプチドならびにPOMCmRNAが下垂体以外の多くのヒト組織、例えば冨Ij

腎、皐丸、 1車、腎、卵巣、肺、甲状腺、肝、勝、小腸および結腸に存在すること

が報告され"へさらに強力かつ安定なα-MSH誘導体である Nle，D-Phe
7
-αMSH 

(NDP-MSH)の結合部位が上記の組織において認められ{円、特異的な受容体の存在

およびメラノコルチンがパラクリンとして作用することが示唆されている。

メラノコルチンの生理作用として、 melanocyteおよびadrenalcortexに作用し、

各々色素沈着(α-MSH、日-MSH、FーしPHおよ び、ACTHの作用)および糖質コルチコ イ

ド遊離、 aldosterone合成(ACTHの作用)を促すことが知られている。また中枢神経

系への作用としては、行動、学習および記憶{刊に心血管系の中枢制御(10)、鎮痛川、

他のホルモンの遊離調節(12川および解熱(17山に関与することが示唆されている。さ

らに免疫調節作用帥問、 神経細胞成長への寄与(24問、 insulinおよ びglucagon分催、



の調節(26)、雄の性行部Jへの関与(27，28)も推定されている。また興味深い例としては胎

児の発育および分娩にメラノコルチンが関与し、胎盤でのメラノコルチンの存在、

また母体のα-MSH宜が妊娠後期に著明に増加するという報告も認められる四川。

ー131

y MSH 

+1 +134 

ACTH (1・39) s-LPH(42-134) 

II~~~ 
αMSH CLlP y-LPH s Endorphin 
(1-13) (18-39) (42・101) (104-134) 

II ~ 
s MSH Met-enkephalin 
(84-101) (104-108) 

Fig. 1. Schematic representation of the structure of AcrH-s-LPH precursor. Amino acid 
residues are numbered in the direclion from amino tcπnjnus to carboxyl tcrminus， bcginning 
with the first residue of AcrH. and the residues on the amino-terminaJ side of ACTH are 
indicated by negative numbers. The Jocations of known component peptides町eshown by 
closed or shaded bars; the amino acid numbers are given in parentheses 

α MSH Ac-S-Y-S+M-E-H-F-R-W四 GトK-P-V

s MSH A-E-K-K-D-E-G-P-Y-RfM-E-H-F-R-W-GtS-P-P-K-D 

ACTH S-Y-S+M-E-H-F四 R-W-GtK-P-V-(24AAs) 

Y MSH Y-VtM-G-H-F-R-W-DトR-F-G

Fig. 2. Amino acid sequences of the melanocortin peptides. Standard singJe-Jeuer 

abbreviations are used to denote the amino acids. The core heptapeptide amino 

acid are highlighted 
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さらには妊娠後期において胎児の副腎の反応性がα-MSH優位からAC百f優位なもの

に転換することが報告されている(32問。

一方メラノコルチン受容体の構造として、リガンド刺激により細胞内cAMPが増

加することから G蛋白質に共役し、細胞膜を 7回貫通する構造を有すると考えら

れていたが、最近、これらの受容体の中の 2種類、即ちα-MSHおよびAC百fに対す

る受容体の遺伝子クローニングがなされ、予想通り細胞膜を 7回貫通する G蛋白

質に共役する構造を有すること、さらにα-MSH受容体はmelanomaに、またACTH

受容体は副腎皮質に存在することが報告された山問。

ホルモン受容体のクローニングは、受容体作働薬あるいは措抗薬の探索に有用

であるばかりでなく、その受容体が関与する疾患の病態生理の解明にも貴重な情

報を提供すると考えられる。例えばG蛋白質に共役する受容体において、現在まで

に知られている遺伝子異常による疾患は先天性腎性尿崩症附および色素性網膜炎(37)

のみであったが、最近AC叩不応答症患者においてAC加受容体の第 2膜貫通領域

においてアミノ酸の変異(serine74がisoleucine74に変異)が存在することが証明され

た(38)。また、マウスα-MSH受容体遺伝子のマッピングにより、この受容体の突然

変異は受容体の機能的多様性を引き出し、その結果表現型の多様性(体色の変化)

を導き出すことも報告された問。

現在までに多くのG蛋白質に共役する受容体がクローニングされ、組織学的およ

び薬理学的検討により多くの重要な知見が得られてきた。このタイプの受容体は

リガンド刺激により adenylcyclaseの活性化あるいは抑制、 cyclicGMP phospho-

dies teraseの活性化、 phos pho Ii pas esの活性化等を引き起こす(40-42)。これら酵素の活

性化により細胞内cyclicAMPおよびcyclicGMPの増加、 phosphoinositoI4，5-

bisphos phate(P IP2)のinositoll，4，5-trisphosphat巴(IP3)と1，2-diacyl glycerol(以::;)への加

水分解、phosphatidylchol ineの分解が起き、さらに、これらの変化はproteinki nases 

(PKAおよびPKC)の活性化あるいは細胞内カルシウム([Ga2+]1)の上昇を引き起こす。

一方、メラノコルチン受容体の情報伝達に関する研究は不十分であり、情報伝達

にはcAMP以外にCa2+とIP3が関わっているとの報告も見受けられる (24山円。さらに

メラノコルチン受容体に関しでも、その受容体遺伝子のクローニングおよび薬理

学的検討により、さらに多くの情報が得られることが期待されている。

以上、概説したように、メラノコルチンあるいはその受容体は広く生体に存在

し、数多くの生理現象に関わっているが、その作用の多様性を詳細に理解する上
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で受容体ファミリ -ifi伝子のクローニングは非常に有益な情報を提供すると考え

られる。

今回実施した一連の研究においては、 α-MSHおよびAC刀fに代表されるメラノコ

ルチンに対する受容体群のなかで、新規のメラノコルチン受容体のクローニング

を目的とした。その結果、中枢あるいは骨格筋に特異的に発現しているメラノコ

ルチン受容体(MCR-3，-4， -5)のクローニングに成功した。また、これらの受容体の

薬理学的特徴をα-MSHおよびACηf受容体と比較検討することにより、受容体のリ

ガンド認識の特徴を見いだすことができた。さらに、 MCR-3において複数の細胞

内情報伝達系が機能し、特にcAMPがLP3産生を調節していることを明らかにした。

以下の各章において、その内容について論述する。
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第 1章 メラノコルチン受容体遺伝子のク口一二ング

および組織分布

序

受容体研究を実施する際に単離細胞あるいは組織を用いた場合、数種の受容体

蛋白質が発現していることが普通であり、実験成績の解釈を複雑にしていた。こ

の点を解決し、受容体の細胞内情報伝達を含めた薬理学的性質を詳細に検討する

手段のーっと して、クローン化 した単一の受容体蛋白質を、内因性の当該受容体

の発現していない真核細胞に強制発現させる方法が広〈用川られている。この方

法により、多くの受容体について、細胞内情報伝達およびリガンドの結合様式等

に関する非常に貴重な情報が得られている。

既に述べたようにメラノコルチンは多様な生理作用に関与しているが、その受

容体に関する情報として、 G蛋白質に共役する構造を持つことが推定されていた

が、その詳細は不明であった。一方、 G蛋白質共役受容体ファミリー遺伝子には

第3および第6細胞膜貫通領域に相向性の高い塩基配列部分が存在することが知

られ州、そのホモロジーによりフ ァミリー蛋白質の遺伝子がクローニング可能であ

ることが報告されている。

本章ではメラノコルチン受容体のホモロジーに基づくクローニングを試み、新

規のメラノコルチン受容体(MCR)の遺伝子をクローニングした成績、さらにその特

徴的な組織分布をノーザンプロット解析により検討した成績について述べる。

第 1節 メラノコルチン受容体 (IICR)遺伝子のクローニング

Fig. 3に示したプロトコールに従ってメラノコルチン受容体遺伝子のクローニン

グを実施した。使用したプライマーはグーCTGTGCffGC/TC/GA TCffG CI ITG庁GA

C/TC/AGC/GTAC、3'-AT/GGAffAGAff AGGGCAGCCAGCAGAIG/CGIAT/CGAAで

あり、 U937細胞(ヒ トリ ンパ球由来)から調製したmRNAをreverse汀anSCflp凶 Eに

より cDNAとし、これを鋳型としてpolymerasechain reaction(PCR)法により同様の構
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Primer A; For MCR-l，3 Cloning 

5' Primer: Third Transmembrane Domain 

CTGTGC/TGC/TC/GATC/TGCIITG/TGAC/TC/AGC/GTAC 
27m e r 

3' Primer: Si;.:.th Transmembrane Domain 

AT/GGA/TAGA/TAGGGCAGCCAGCAGAIG/CG/AT/CGAA 
29m e r 

Primer B;For MCR-2，4，5 Cloning 

5' Prim町 SecondInlracYloplasmic Loop 

TACGCA/GCTG/CCGCTACCACAGCATC:24mer 

3' Primcr: Seventh Transmcmbranc Domain 

GAAG/AGCA/GTAT/GATGAA/GG/TGGGTCA/GAT 

rU 9 3 7 (human Iymphoma cellline) c D N A 
LPrimcr A 

十
Ob … πnta凶山a

Screen a hu山叩1ηmη1a叩nEMBL3 pha勾geli出br日arηy 

M CR-l，3 

t 
[Humanor mou日 genomicDNA 
Primer B 

Ob… 
t 

Screen human or mouse EMBL3 phage library 

十

MCR-2， 4， 5 

Subclone into the eukaryotic expression vector CMVneo 

'''"''w "，"，. ~"'"m r'"" 
Measure cAMP， IPs 

Fig. 3. Protocol for the cloning of novel melanocortin receptors 
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造を有し、新規の受容体群に属すると考えられる 2種類の遺伝子断片を得た。こ

の断片をrandomprim巴法により32pで標識し、 EMBL3ファージにクローニングされ

たヒト遺伝子ライブラリーをスクリーニングすることにより、 2種類の遺伝子の

全長を得た(ヒ トMCR-lおよびMCR-3)。さらにこの 2種類の遺伝子に特徴的に

保存されている領域(第2細胞質ループおよび第7膜貫通部分)からPCRに用い

るプライマーとしてdegeneratedoligonucleotide(グーTACGCNGCTG/CCGCTACCAC

AGCATC、3'-GAAG/AGCA/GTAT/GATGAA/GG庁GGGTCNGAT)を設計し、ヒト

あるいはマウス遺伝子DNAを鋳型としてPCRを実施した。その結果、新たに 3種

類の遺伝子断片を得た。この遺伝子断片も randomprime法により標識し、ヒトある

いはマウス遺伝子ライブラリーをスクリーニングし、 3種類の遺伝子の全長を得

た(ヒト MCR-2およびMCR-4、マウスMCR-5)。これら 5種類の遺伝子中の 2種

類はα-MSH受容体(MCR-I)およびACTH受容体(MCR-2)であることが最近明らかに

され山明、残りの 3種は新規の受容体であった(Fig.4)。新規にクローニングしたメ

ラノコルチン受容体は、 hydropathyplotの結果、 7回膜貫通構造を有し、翻訳領域

にイントロンを含まず、また大きさはMCR-3: 361アミノ酸、 MCR-4:333アミノ

酸、 MCR-5: 325アミノ酸であった。その翻訳領域のアミノ駿組成を既知の受容体

と比較すると、 α2アドレナリン、 ドパミン2A、およびアデノシンAI，A2受容体と

の相向性が比較的高く、受容体聞の相向性は塩基レベルで約60%、アミノ酸レベル

で約45%であった。

第 2節 MCR遺伝子のクロモゾーム局在

前節においてクローニングしたMCR遺伝子のクロモゾーム局在について、 M 

51ωhybridization法を用いて検討した。その結果、 MCR-3遺伝子は20qI3.2-q13.3に、

またMCR-4遺伝子は 18q21.3に局在することが明らかとなった(Figs.5，6)。さらに、

同じ受容体ファミリーに属するMCR-I遺伝子は16q24.3に、 MCR四2遺伝子は

18pl1.2に局在し(Figs.7，旬、 MCRは一つの受容体ファミリーを形成するが、その

遺伝子は異なった部位に局在していた。
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1 50 
MCR1 ・ ー... ・・ e ・ e ・・.. .. .........M AVQGSQRRLL 
MCR2 .......... ..........・・ ーー 田・・ ・ ・ 0 ・・ M
MCR3 MS1QKKYLEG DFVFPVSSSS FLRTLLEPQL GSALLTAMNA SCCL. .PSVQ 

MCR4 .......・.......... .・ M VNSTHRGMHT SLHLWNRSSY 

MCR5 . ...ー.. ~悶S SSTL.. .TVL 

51 I 100 
MCR1 GSLNSTPTA工 PQLGLAANQTGARCLEVS工S DGLFLSLGLV SLVENALVVA 
MCR2 KH工工NSYEN1 NNTARNNSD. .. .CPRVVLP EE工FFT工S1VGVLENL1VLL 

MCR3 PTLPNGSEHL QAPFFSNQSS SAFCEQVF工K PE工FLSLG1VSLLEN工LV1L
MCR4 RLHSNASES. .LGKGYSDGG .C.YEQLFVS PEVFVTLGV1 SLLEN工LV工V
MCR5 NLTLNASEDG 1LGSNVKNKS LA.CEEMG1A VEVFLTLGLV SLLEN1LV工G

101一一 ー一一一一一一一一一一II 150 
MCR1 T工AKNRNLHS PMYCF1CCLA LSDLLVSGTN VLETAV1LLL EAGALVARAA 

MCR2 AVFKNKNLQA PMYFF1CSLA 工SDMLGSLYK 工LEN1L工工LRNMGYLKPRGS 

MCR3 AVVRNGNLHS PMYFFLCSLA VADMLVSVSN ALET1M工A工V HSDYLTFEDQ 
MCR4 A工AKNKNLHS PMYFF1CSLA VADMLVSVSN GSET工工工TLLNSTD.TDAQS 

MCR5 A1VKNKNLHS PMYFYVGSLA VADMLVSMSN AWETVT1YLL NNKHLV1ADT 

151 III_一ーーーー一一一一 一200
MCR1 VLQQLDNV1D V工TCSSMLSS LCFLGA1AVD RY工S工FYALRYHS工VTLPRA
MCR2 FETTADD1工D SLFVLSLLGS 工FSLSV工AADRY工T工FHALRYHS工VTMRRT
MCR3 F1QHMDN1FD SM工C1SLVAS 1CNLLA工AVDRYVT1FYALR YHS工MTVRKA
MCR4 FTVN工DNV工D SV工CSSLLAS 1CSLLS工AVD RYFT工FYALQYHN工MTVKRV
MCR5 FVRH1DNVFD SM1C工SVVASMCSLLA工AVD RY1T工FYALRYHH工MTARRS

201_一一一一一IV V 250 
MCR1 RQAVAA1WVA SVVFSTLF1A YYD問 AVLLCLWFFLMLFτ五百百五五L
MCR2 VVVLTV1WTF CTGTG工TMV1 FSHHVPTV工T FTSLFPLMLV F工LCLYVHMF
MCR3 LTL工VA1WVC CGVCGVVF1V YSESKMV1VC L1TMFFAMML LMGTLYVHMF 

MCR4 G工11SC1WAACTVSG1LF11 YSDSSAV工工C L1TMFFTMLA LMASLYV間 F
MCR5 GV工工AC工WTF C工SCG工VF工工 YYESKYV工工C L1SMFFTMLF FMVSLY工HMF

2513l  VI---300 
MCR1 ARACQHAQG工 ARLHKRQR.PVHQGFGLKGA VTLT1LLG工F FLCWGPFFLH 
MCR2 LLARSHTRK1 STLPRAN.. ・MKGA工TLT1LLGVF 工FCWAPFVLH
MCR3 LFARLHVKR工 AALPPADGVA PQQHSC!αGA VT1T工LLGVF 工FCWAPFFLH
MCR4 LMARLH工KR工 AVLPRTGA工 .RQGANMKGA ITLT工L工GVFVVCWAPFFLH 

MCR5 LLARNHVKR工 AASPRYNSV. .RQRTSMKGA 1TLTMLLG1F 1VCWSPFFLH 

301 
一一一ーーー一一ー 一一一ー一一一ー一一一VII 350 

MCR1 LTL工VLCPEH PTCGC1FKNF NLFLAL工工CNA1工DPL工YAF HSQELRRTLK 

MCR2 VLLMTFCPSN PYCACYMSLF QVNGML1M(ごN AV工DPF工YAF RSPELRDAFK 
MCR3 LVLIITCPTN PYC1CYTAHF NTYLVL1MCN SV工DPL1YAF RSLELRNTFR 

MCR4 L1FY工SCPQN PYCVCFMSHF NLYL工LIMCN S1工DPL工YAL RSQELRKTFK 

MCR5 L工LM工SCPQNVYCSCFMSYF NMYL工L工MCNSV工DPL工YAL RSQEMRRTFK 

351 368 
MCR1 EVLTCSW.. 

MCR2 KM工FCSRYW

MCR3 E1LCGCNGMN LG 

MCR4 E工1CCYPLGG LCDLSSRY. 
MCR5 E工VCCHGFRR PCRLLGGY 

Fig.4. Deduced amino acid sequ巴ncesof th巴nov巴1melanocortin rec巴ptors.The putativ巴
transmembrane domains are denoted by overbars and Roman 削 merals.The third 
intracytoplasmic loop is d巴notedby 3i 
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Fig. 5. Rcgional mapplng of the melanocortin-3 gene 
10 20(q 13.2-q 13.3) by Ihc nuorcsccnl ;11 s;rll 
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16 

Fig. 7. Rcgional l11apping of thc ITIclanocortin-1 gcnc 
10 16(q24.3) by Ihc nuoresccnl;1I S;f11 hybridizal10n 
tcchniquc. Hybridilalion signaJs wcrc dctccled with 
Ouorcscein isothiocyanatc on propidiulll iodidc 
staincd R-bandcd chromosolllcs 
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18 

• 
以--一--

Fig. 6. RegionaJ mapping of the I11clanocortin・4gcne 
10 18(q21.3) hy lhc nuorescenl ;11 s;rll hybridi/alion 
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MCRの組織分布

α-MSHあるいはACTHの作mは、それぞれMCR-IおよびMCR-2を介して発現す
ると 与えられるが、メラノコルチンの'"版作川等に関与する受容体の詳細は不明

であ った。そこで、~~ 1 îm において獲~~~守 した新規のMCRのこれらの作用への関 'j

をぷ創IIに検Jするため、受草寺体発現組織をノーザンプロ ット解析により検汀した

第3節

MCR-Iがmclanoma*-UIJl包に、 MCR-2が11¥IJ'汗皮質に発.fJlしていたのに対しMCR-3は

!Jfi能およ びJJ前に発製していたがmelanomaあるいは副将皮質での発現は認められな

かった(Fig.9) さらに、 insiw hybridizationにより、 MCR-3はラ 7トJJ両の説床、視

はド品、 ìfij'.i.!~および大脳皮質にイ{-{I: することが IYl らかとな っ た (Fig. 10)。
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また ノーザンブロyトは発m:止の少ないmRNAについては検出感度が低いため、
PCRとサザンプロットを組み合わせてがi化管での発攻を検討したところ、円、 卜
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~ f旨Jl訪およびJl平に発J;lU)'，vj，められた(Fig.ll)。

E
3
E
ω
。。コ
Q

』

ωf
m
E
DX
F

Zυ
aw
E
O
あ

1.018 bp 

34iBB 

Z
U
伺
£
」

o-
∞

Fig. 1 1. ExprcsSlon of thc MCR-3 gcnc in lhc 
human ~ tol1l ach. human duodcnul11， and rat 
pancrc"， .s dCll10nwated hy PCR followed by 
Southcrn blotling. Ethidiul1l bromide-stained 
gcb of thc DNA gcncratcd by PCR arc prcscnled 
with a匂accntSouthcrn bJotぉofthc samc gcls 
ohtaincd witl】arandol1l-prImcd MCR-3 probe. 

ゾj、MCR-4はMCR-3とl'iJ絡にmelanomaおよび副腎での発現は認め られず、主に

Jl ì~ に 発現していたが(Fig. 12)、MCR-3とは異なり!J台盤での発現はz認められなかった。
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またinSilu hybridizationにより MCR-4はラ yト脳CAlおよびCA 2領域に強く 19

JJ.I.していることがIljJらかになった(Fig， 13)。

MCR-5Ii'j'j絡筋、Jj'J，!，JWに発現が認められた(Fig.14)。
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考察

7 [111細胞膜をlT.i泊する情造をイiーするG{長白fT共役受符体ファミリー遺伝子には

第3および第6細胞11矢口述領域に比較的相向性の高い趨基配列部分が存イ正するこ

とが知られ、この部分の温法配列から設計したプラーイマーを用いて、 PCR技術

第 4節

をJlJ¥'、てファミリー蛍1'1't'{の泣f.z.~r-をクローニングする方法をホモロジークロー

ニング法という。このJnl: の特徴は cDNAフ。ローブがなくとも泡)~配列だけでプラ

イマーを li立μ|ーIIJ能であり、また蛍(11'iの 4 部分の相|ロJt'Eだけでもスクリーニング

がIIJ能なこと、さらにーj立川的のPCR版物が何られれば、ストレンジェンシーを

ドげることなくライブラリーをスクリーニングできることである 。

本ilにより新規のメラノコルチン受容体(MCR)のクローニングに成功し、そのア

ミノ限配列の検討により、 MCRは7同細胞膜を 民泊する G蛍1'.I1'iJ主役型受容体で
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あることが確認された。またMCRはG蛋白質共役型レセプターの中で独立したサ

プファミリーを形成していた。

MCRの情造上の特徴は、他のG蛋白質共役型レセプ夕一に共通して存在するグ{川4叫'

貫第H 、第 5ij脱莫百貫白i通盈領域のプロリン (αへリツクス構造を屈曲させ、リガンドの結合

ポケァトを構成するのに寄与すると考えられている)、および第 lあるいは第2

細胞外ループのシステイン(ループ間のジスルフイド架橋を形成し、リガンド結

合に寄与する)を欠くことであった。さらに第 2細胞外ループには疎水性アミノ

酸が多く、あたかも第2細胞外ループがないといってもよい構造をしていた。従

って、 MCRは他のG蛋白質共役型受容体とは異なった 3次元構造をとると推定さ

れた。

MCRの組織分布をノーザンプロットで検討したところ、 MCR-3およびMCR-4は

脳で特異的に発現しているという特徴を認めた。このことは従来報告されていた

行動あるいは学習に対するメラノコルチンの作用“町が中枢における特異的な受容

体を介して発現していることを示唆する。さらに凹51ωhybridizationの結果、 MCR-

3とMCR-4の脳での局在が異なっていることが明らかとなった。 MCR-3は大脳皮質

等において発現していることよりメラノコルチンの行動に対する作用を担ってお

り、一方、 MCR-4はCAlおよびCA2領域での発現が強いのでメラノコルチンの学習

あるいは記憶に対する作用に寄与していると考えられた。

MCR-3に関してはヒト以外にラ ットから遺伝子がクローニングされ、 y-MSHへ

の反応性の高さ側、あるいはcoreheptapeptideを認識する削と報告されており、今

回得られた成績を支持するものと考えられた。 MCR-3に関する他の特徴は胎盤に

おける発現であった。メラノコルチンの胎盤での存在については一致した見解は

得られていなかったカ，¥"(29川、母体の血中α-MSH量が妊娠後期に上昇すること川、 α-

MSH優位であった胎児の副腎の反応性が分娩前にACηf優位へ変化すること (32叫が

知られており、これらの変化に対するMCR-3の関与についての検討が今後必要で

あろう。

MCR-5に関しては、 MCR-3あるいはMCR-4と異なり脳での発現がほとんど認め

られず、末梢組織、特に骨格筋での発現が強かった。これまでにメラノコルチン

と骨格筋の関連については、 。endorphinあるいはACTHに対する受容体の存在が糖

尿病マウスの骨格筋において推定されており問、また傷害を受けた筋における神経

の再生にメラノコルチン誘導体が有効で、あること聞が報告されている。 MCR-5に
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ついては木研究以外にもラット (S.)、ヒト間(最初MCR-2として報告されたが、後に

著者によってMCR-5に訂正されている)、マウス附から同時期にクローニングされ

ており、末梢組織に広〈分布することが指摘されている{以刷。特にLabbeC， '>6'1まマ

ウスにおいて筋および皮膚での高発現を報告しており、今回の研究成績を併せ考

えるとMCR-5はメラノコルチンの末梢における幅広い作用に関与していることが

示唆された。

一方、受容体遺伝子のクロモゾーム局在を検討した結果、 4種類のヒトMCR遺伝

子は異なった局在を示した。この現象は受容体サブタイプを持ち、 7回膜貫通構造

を有する他の受容体遺伝子についても認められている(α2's
1
， s
2ーアドレナリン受

容体、 m1ふムスカリン性アセチルコリン受容体、 01，02，D4 ドパミン受容体)問。

一方、同じクロモゾームに局在する例として、走化性因子の受容体(C5a受容体， N-

formy1 peptide受容体， N-formy1 pept耐受容体に構造が類似する"日中han"受容体)はい

ずれもクロモゾーム 19に局在し"旬、ま たluteinizing hormoneおよび、follicle-stimu1ating 

hormon巴受容体はクロモゾーム2p21に局在する問。またGenomeDatabaseによると

MCR-3遺伝子が局在する20qI3.2-q13. 3に局在する遺伝子は報告されておらず、

MCR-4遺伝子が局在する 18q2にはproto-oncogenebcJ-2剛およびp1asminogenactivator 

inhibitor type n'刊の遺伝子が局在していた。

以上述べたように、メラノコルチン受容体ファミリーの中で新規の受容体であ

るMCR-3、MCR-4およびMCR-5の遺伝子のクローニングに成功し、特にMCR-3は

brain-gut n:αptorの一種と考えられ、 MCR-4とともに脳における発現が強いので、

この2種類の受容体は従来より報告されていたメラノコルチンの中枢作用、例えば

行動、学習、記憶の保持に関与する受容体である可能性が高いと考えられた。

実験材料および実験方法

1. cONA調製法

U937細胞(ヒトリンパ股由来)からacidguanidium出iocyanate-phenoトch1oroform

法刷によりtotalRNAを羽11出し、avianmye1oblastoma virus reverse transcrip凶 eにより

cONAを得た。
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2. 01 igonucleotide合成法

各磁oligonucleotideはAppliedBiosystems 380B DNAsynthesizerを用いて合成した。

3. PCR法

PCR(Perkin Elmer Cetus 480)の条件は次の通りである:denatu日 tlon、94"(;、1.5

分、 anneaJing、45"(;、 2分、巴xtenslOn、72"(;、4分。まず最初の実験においては

U937細胞から調製したcDNAを鋳型とし、プライマーはLibertら附の報告したG蛋

白質共役受容体に保存されている領域から設計した(グーCTGTGC汀GC庁C/GATC(f

GCIITG/TG AC/TC/AGC/GT AC、3'-AT/GGA(fAGA(f AGGGCAGCCAGCAGAIG/C 

G/AT/CGAA)。反応は30cycle行い、反応生成物はphenol/chloroform1:I(vo1/vol)で

処理し、 EtOH沈殿し、 1%NuSieve/1 % Seaplaque gel(FMC)で電気泳動を行った。こ

の結果、 2個のDNA断片が得られ、これをプロープとして下記の方法で遺伝子ライ

ブラリーをスクリーニングし、 2種類の遺伝子の全長を得た。次いでこの2種類の

遺伝子に特徴的に保存されている領域(第 2細胞質ループおよび第7膜貫通部分)

から PCRに用いるプライマーとしてdegeneratedoligonucleotide(グーTACGCNGCT

G/CCGCT ACCACAG CA TC、3'-G AAG/AGCA/GTAT/GATGAA/GG(fGGGTCNGAT) 

を設計し、ヒトあるいはマウス遺伝子DNAを鋳型としてPCRを実施した。目的と

するDNAはゲルから切り出した後、 M13シークエンス用ベクターに直接サプクロ

ーニングした。

4. DNAのシークエンス法

DNAの塩基配列はSequenaseversion 2(United States Biochemical)をもちいて

dideoxynucleotid巴法により決定した。

5.遺伝子のクローニング法

PCR法により採取した遺伝子断片を32pでrandomprimeし、ヒトEMBL3ファージ

ライブラリー(Clontech)をスクリーニングした。ハイブリダイゼーション条件は、 6

XSSC(0.9M NaCI、90mMsodium ci甘a旬、 pH7.0)、5XDenhardt・ssolution(O.1 % 

Ficoll、0.1%po1yviny1pyrrolidone、0.1%bovine serum aJbumin)、O.IMHEPES、pH

7.0、100mg/mlsalmon sperm DNA、10mg/mldextran su Ifat巴、 55"(;であり、洗浄条件

は、 6XSSC、4XSSC、2XSSC、50"(;であった。ファージDNAはplateIysate法(日}に
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より調製し、サザンプロットにより制限酵素地図を作成した。受容体遺伝子の翻

訳領域はMI3にサブクローニングし、塩基配列をdideoxynu cleotide法により決定し

た。

6. クロモゾーム局在の検討法

Pinkelら{州、 Lichterら州、Lemieuxら州の方法に準じて蛍光標識σITC)加 51印ハイ

ブリダイズ法によりクロモゾーム局在の検討をミシガン大学GenomeCenterの協力

のもと実施した。EMBL3ファージの目的とする遺伝子を含むクローンより DNAを

調製し、 Bionickkit(Life Technologies Inc.)を用いてピオチン化した。中期染色体は

正常女性の末梢血リンパ球からスライドガラス上に調製した。プロープの標識、

アニーリング、ハイプリダイズおよび洗浄は既法{制聞に従い行い、スライドガラス

l枚当たり 330ngのピオチン化DNAを使用した。検出はヤギ抗ピオチンおよび蛍光

標識抗ヤギIgG(Vector)を用いて行い、 propidiumiodide(PI)でcounterstaineを施した。

PPDII anti-fade solutionでマウント後、 FITCおよびPIを同時に確認可能なZeissフィ

ルターを用い、蛍光顕微鏡(ZeissAxioskop)でKodakASA 400フィルムに撮影した。

7. ノーザンプロット法

細胞あるいは組織からのtotalRN Aの抽出は、 acidguanidium thiocyanate-ph'enol-

chloroform法闘に従って行った。 Poly(A)+RN A(mRN A)は、 oligo(dηーαUulose 

chromatogtilphyを用いるPoly(A)Quick mRNA isolation kit(Strategene)、あるいは直接、

組織より FastTrack kit(Invitrogen)を用いて調製した。また市販のmultipletissue 

Northern blot(Clontech)も使用した。RNAは変性条件下でアガロースゲル電気泳動

後、ニトロセルロースl撲に転写し、常法に準じて50%formamide、5XSSPE(0.75M

NaCI、0.05MNaH2P04、5mMNa2EDTA、pH7.4)、10XDenhart's solution、

100mg/ml salmon sperm DNA、2%SDSの条件下、 32pでラベルしたプロープで18時

間ハイブリダイズし、 X線フィルム (XAR-5)に24-72時間感光した。

8. PCR/サザンプロット法

上記の方法で調製したRNAをRNase-free DN ase I(Boehringer Mannhei)で25t:、 l

l時間処理し、 reversetr叩 scnp凶 EによりcDNAを得た。ヒト胃および十二指腸粘膜

より得られたcDNAを鋳型とし、 MCR-3遺伝子の5'ーあるいは3・ー非翻訳領域特異的
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なoligonucleotideをプライマーとしてPCRを行った。ラット勝cDNAを鋳型に用いた

場合は、上記の第2細胞質ループおよび第 7細胞膜貫通領域に保存されている領

域を認識する01ig onucleotideをプライマーとして使用した。 PCRによる生成物は 1%

Nusieve、1%Seaplaqueゲルで電気泳動し巴thidiumbromideで染色後写真撮影した。

これを常法附によりニトロセルロース朕に転写し、 MCR-3の翻訳領域をプロープ

としてハイプリダイズし(65'C)、 0.1X SSC、65'Cまで洗浄した。その後X線フィ

ルム(XAR-5)に3-6時間、 80'Cで感光した。

9. In si印ハイプリダイズ法

雄性マウスより採取したJJ自の凍結切片(15mm)をSleecryostatを用いてpoly1ysineを

コートしたスライドガラスに作製し、-80'Cで保存した。組織切片を緩衝ホルマリ

ンで固定し(室温、 60分)、2XSSCで3回洗浄後、 protemお巴K(lmg/mlin 100mM  

Tris， 50mM EDTA， pH 8.0)にて37'C、 10分処理した。蒸留水で洗浄後、 O.IM

tne出anolamine、aceticanhydride(400: 1， v/v)、pH8.0で10分処理し、アルコー ル脱水

後、風乾した。Proteinase処理前にRNぉeA(200mg/ml)処理を施したものを対照とし

て用いた。MCR-3の461塩基フラグメントからcRNAプロープを作製しesS-

UTP/
35
S・CTPで標識)、 55'Cで一晩ハイプリダイズした(75%formamide， 10% 

dextran su1fate， 3 X SSC， 50n制 Na2HP04，pH 7.4， 1 X民 nhardt's， O. lmg/ml y悶 1

tRNA， 10mM di山iothreito1)o2X SSCで洗浄後、切片をむ4ぉe(200mg/m1)処理し、

0.1 X SSC， 68'Cまで洗浄した後、 X線フィルムに10日間感光した。
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第 2章 MCR-3， -4， -5の薬理学的性質の検討

序

前章で明らかとなったように、 MCR-3~5は中枢、消化管あるいは末梢組織に発

現していた。 本章では新規受容体群である MCR-3 ~5のリガンド認識の特異性を明

らかにするため、各々のMCRをL細胞あるいはHepa*.uJ胞に発現させ、 AC百fおよび

α-MSHに代表されるメラノコルチン刺激に対する反応性をcAI¥在P増加を指標に比較

検討した。本章で用いたメラノコルチンおよび置換体のアミノ酸配列をFig.15に

示した。

Amino Acid Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

(A) 

日 目SH Ac-S-Y-SトM-E-H-F-R-W-GトK-P-V

日MSH A-E-K-K-D-E-G-P-Y-RtM-E-H-F-R-W-GトS-P-P-K-D

ACTH S-Y-SトM-E-H-F-R-W-GトK-P-V-(24AAs) 

Y MSH Y-VトM-G-H-F-R-W-DトR-F-G

ACTH 1-10 S-Y-SトM-E-H-F-R-W-G

ACTH 4-10 IM-E-H-F-R-W-G 

ACTH 1-13 S-Y-SトM-E-H司 F-R“W-GトK-P-V

(8) 

ACTH 4-13 

pro'2 y MSH 

[Phe2，pro'2] yMSH 

[Thr2，pro'2] y MSH 

FIE 15Amno acld sequence of the rnelanoCortins and commercially avaIlable 
truncated peptIdes(A)and truncated or subsututed peptides syntheSIZed for our 
cxperiments (8). Thc core heptapeptide sequence of the melanocortins is enclosed 
in the box._The peptidc scquences are prov;ded with single-Ietter amino acid 
l10tatlQr日 Forthc pu巾osesof these studies， thc amino acids are numbered 011 lhc 
basis or the structurc or ACTH. 
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第 1節 MCR-3およびMCR-lの比較検討

L細胞に発現させたMCR-3のリガンド刺激に対する反応性はMCR-1'"四のそれと

大きく異なっていた。両受容体ともαMSHおよびAC百fに対して同等の反応性を示

したが、βおよび"y-MSHに対する反応性に相違点が認められた。 MCR-3は、これ

ら2種のペプチドに対してACηfあるいはα-MSH刺激の場合と同等の反応性を示し

たが、 MCR-1においては反応性の低下が認められた(Fig.16)。さらに岡受容体の反

応性の差はACηfの部分構造ペプチドであるAC百fト10およびACTH4-10刺激にお

いても認められ、 MCR-3においてはこれらのリガンド刺激により最大反応を惹起

できたが、MCR-1においては部分構造ペプチドに対する反応性は低下していた(Fig.

17)。一方、同受容体とも他のメラノコルチン (Met-enkepha1in，.s-endo中hin)刺激に

対しては反応しなかった (datanot shown)。
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MCR-4およびMCR-3の比較検討

前章で述べたようにMCR-4およびMCR-3は中枢における発現が強く、それらの

存在部位に相違が認められ、メラノコルチンの作用において異なった役割を演じ

第2節

ていることが示唆された。そこで本節では両受容体のリガンド認識の差異の詳細

をt食言すした。

L細胞に発現させたMCR-4はα-MSHとAC叫fに同等に反応し、またMet-enkephalin，

s-endorphin刺激に対しては反応せず、これらペプチドに対する反応性については

MCR-3の成績と問機であった(Fig. 18)。一方、 MCR-4の特徴として、 MCR-Iと異

なり s-MSHがαMSHおよびACTHと向等の効力を示し、またMCR-3と異なり AC叩

の部分構造ペプチドである ACTH1-10、ACTH4-10あるいはy-MSH刺激に対する応

答が不十分であった。

既に述べたようにMCR-3においてはα-MSHおよび~y-MSH に対する反応性は同等

であり 、MCR-4においてはy-MSHの作用は弱く、さ らにs-MSH、α-MSHおよ び

ACTHが最大反応を示したことから、これら 3種のペプチドとy-MSHのアミノ酸配

列の差に着目し、y-MSHのPhel2をProl2に置換したペプチド([Pro]y司MSH)およ び
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Tyr
2をη1r2あるいはPhe2に置換したペプチド([Thr，Pro]千MSH，[Phe， Pro]y-MSH)の

両受容体における作用を検討した。その結果、 MCR-3においては(Pro]y-MSH刺激

によっても最大反応を惹起可能であったが、 Tyr2を刀1[2あるいはPhe2に置換した

[Thr， Pro]y-MSH， [Phe， Pro]y-MSHでは効力は低下した。一方MCR-4において、

[P ro ]y-MSH はy-MSHに比較し効力は増したが、 [Thr，Pro]y-MSH、[Phe，Pro]y-MSH  

では、この効力増加が認められなかったσ ig.19)。

さらにMCR-4とMCR-3のリガンド認識の差を、 coreheptapeptideおよびそのアミ

ノ末端ならびにカルポキシ末端に速なるアミノ酸の必要性の点から明らかにする

ため、 ACTHト13，ACηi 4-13， AC百fト10およびACηi4-10の効果について検討し

た。 MCR-3においては効力の差はあるものの、すべてのペプチドにより最大反応

を惹起可能であったのに対し、 MCR-4においてはAC百fト10、およびAC百i4-10の効

力は 1O-6Mにおいても最大反応の約30%に過ぎなかった(Fig.20)。

(A) MCR-3 (8) 
MCR・41201 

由一〈ト- ACTH 1-13 
~ 100 

100 一-ACTH4・13ω c> 
--0-- ACTH 1-1 0 

:i 80 
801 -ー-ACTH 4-10 .c 

u 

# 60 
60 

“ 2C 40 
40 

u o c 

0.. 20 20 
z z 。 。
-20 -20 
ー・ ー12 -11 -10 -9 -8 ・7 ・6 ー~ ー10 -9 -8 -7 -6 

[Ligand] ( log M ) [Ligand] ( log M ) 

F1g 20 Measurement 。fIntracellular CAMP content after stirnulanon Of MCR3{A)and MCR4{B)wuh ACTH(ト13).ACTH(4・日).
ACTH(I.IO)凹 dACTH(4-IO). Each poml represents Ihe average of 310 4 .sc: par~I;leX戸rimenls. Standard eπors were leS5出叩 109も
f。reEh POInt Percent Change mmtracellular CAMP was calculated WIth thensp。nseof108Mα-MSHas1∞% for MCR-3 and 
IO-6Mα-MSHas 1凹%forMCR-4 
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またアミノ末端のsenneにおけるアセチル基の関与について検討したところ、

MCR-3ではACTHト13(non-acetylatedα-MSH)とα-MSHは同等の効力であったが

MCR-4ではα-MSHの効力が優っていた(Fig.21)。

以上、本節で得られたMCR-3およびMCR-4における種々のリガンドのEC
SO
を

Table 1に示した。

(A) 

100 

l:. 80 
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ぷ 60
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u 20 
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aetyl ACTH(1・13)

き 1 / _._  desacetyl ACTH(I-13) 
一一ー
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Fig. 21. Effect of an acetylated amino-terminal serine on the generation of intracellular cAMP by 
ACTH(ト13)acting on MCR-3 (A) and MCR-4 (8). Each point represents the averagc of 4 
separate experiments. Percent change in intracellular cAMP was calculated with the response of 

1O-8Mα-MSH asω0% for MCR-3 and 1O-6Mα-MSH出 100%for MCR-4. 

Table 1. ECSO values of various ligands acting on MCR-3 and MCR-4 

Ligand 

α-MSH 
y-MSH 
Pro'2 y-MSH 
[Thr2.Pro'2] y-MSH 
[Phe2.Pro'2] y-MSH 

ACTH (1-13) 
ACTH (4-13) 
ACTH (1-10) 
ACTH (4-10) 

Desacetyl ACTH (1-13) 

Data are cxprcssed as mcan土S.D.

MCR-3 

1.6 :t 0.9 x 10.10 M (n=5) 
1.7 :t 0.7 x 10・10M (n=4) 
2.7土0.3x 10・10M (n=3) 
3.8土1.0X 10.9 M (n=4) 
2.4士 0.5x 10.8 M (n=5) 

1.8 :t 1.3 x 10.10 M (n=4) 
4.8土1.3x 10・10M (n=4) 
2.6土0.5X 10.9 M (n=4) 
2.3土0.6x 10.8 M (n=3) 

1.8土1.3X 10.10 M (n=4) 

-23・

MCR-4 

5.6 :t 6.8 x 10.9 M (n=7) 
9.0土6.1X 10.8 M (n=6) 
卜5:t 1.3 X 10.8 M (n=7) 
8.3 :t 7.9 x 10.8 M (n=4) 
5.0士2.7x 10.8 M (n=3) 

1.9 :t 0.6 x 10.8 M (n=4) 
3.3 :t 0.6 x 10.8 M (n=3) 
2.0土1.0X 10.7 M (n=3) 
3.3土1.5X 10.7 M (n=3) 

1.9土0.6x 10・8M (n=4) 

Z正一一一一一一一一J二』



第 3節 MCR-5に関する検討

MCR-3およびMCR-4においてα-MSHならびにACTHは同等の反応性を示したが、

MCR-5においてはα-MSHがAC閣に比較して強い効力を示した(Fig.22)。α-MSH

のアミノ末端のsenneはアセチル化されているがAC百fにおいて同アミノ酸はアセ

チル化されておらず、この差をMCR-5が認識している可能性が考えられたため、

ACTH 1-13(non-acetylatedαMSH)に対する反応性を検討した。その結果AC百 1-13

はα-MSHと同等の反応性を示した(Fig.23)。

一方MCR-5はマウス型受容体であるためメラノコルチンのアミノ酸配列の種差

がαMSHとAC百fの効力の差の要因とも推定されたため、既に構造の判明している

ラットACTH(ヒト AC百fとアミノ酸が2個異なる)刺激につき検討したが、ヒト

AC百fのそれと同等の反応性であった(datanot shown)。

α-MSHとACηfの反応性の差は受容体結合試験においても認められ、 α-MSHお

よびAC百11-13に比較してAC百11-39の効果は弱いものであった(Fig.24)。
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第 4節考察

メラノコルチン受容体はG蛋白質を介しadenylatecyclaseの活性化により細胞内

cAl'vIPを増加させることが知られていた(34，43)。このcAl'vIP産生を指標にして新規受容

体であるMCR-3とMCR-4のリガンド認識の差異を中心に検討した。メラノコルチ

ンは千MSHを除きペプチド鎖の中心に7個の共通ペプチド(coreheptapeptide : Met-

Glu-His-Phe-Arg-T叩ーGly[=ACTH4-10])を有する(y-MSHではGly5，Aspl0)。

MCR-IとMCR-3はα-MSHおよびAC百f刺激に対して同等に反応し、 MCR-Iに関

する成紋はChhajlaniらの報告附と一致するものであったがMountjoyらの報告側とは

異なっていた。 MCR-3はα，s， y-MSH刺激に対して同等に反応、するので、おそらく

7個の共通ペプチドを認識していると考えられた。このことはAC百1の部分構造ペ

プチドであるAC百-11-10およびAC百f4-10刺激によっても MCR-3で最大反応を惹起

可能であったことからも支持された。これに対し、 MCR-4ではy-MSHに比較して

α-MSHおよびs-MSHの効力は強〈、またACTH1-10あるいはAC百f4-10の効力は

弱かった。従ってMCR-4においては7個の共通ペプチ ドの外側のアミノ酸が活性発

現に重要であることが推察された。

それらのアミノ酸のなかで、 Pro12を有するペプチドの効力が強〈発現したため、

特にこのアミノ酸がMCR-4における活性発現に重要な役割を演じている可能性が

考えられた。この仮説を検証するため、 y-MSHのPhe12をPro12に置換した[Pro)y-

MSHの効果を検討した。その結果、 [Pro]y-MSHはαMSH等と中心部分の共通ペプ

チドが異なっている(Gly5，Aspl0)にも拘わらずy-MSHに比較してその効力は増大し、

MCR-4がPro12を認識していることが示唆された。一方、このアミノ酸置換は

MCR-3における活性には影響を与えなかった。

メラノコルチンにおいて7個の共通ペプチド以外の共通アミノ酸はTyr2である。

このアミノ酸の受容体活性化への寄与につき、 [Pro]y-MSHを基本化合物として新

たなアミノ酸置換を実施し、その効力を検討した。 その際、 Tyrの芳香環と水酸基

に着目し、 Phe2および刊r2への変換を選択した。 その結果、 [Thr，Pro)y-MSHおよ

び[Phe，Pro)y-MSHはMCR-3およびMCR-4の両受容体において[Pro]y-MSHより効力

が弱く 、またこの両者の問では[Phe，Pro)y-MSHの方が強かった。従って、Tyr2は

MCR-3およびMCR-4の両受容体において活性発現に重要なアミノ酸であり、おそ

らくその疎水性あるいは置換基としてのかさ高さが活性発現に寄与していると考
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えられた。

これらの点はAC百fの部分構造ペプチドを使用した成績からも支持された。I'!IJち、

MCR-4においてACηfト13は最大活性を示し、 Prol2を有するAC百-!4-13も効力こ

そ弱いものの反応するが、 Prol2を持たないACη-!1-10およびAC百-!4-10は僅かな

応答を示すに過ぎなかった。一方、これらの4種類のペプチドの効力はMCR-3にお

いては、 ACTHト13>AC百-!4-13>AC百f1-10>ACTH 4・10の}II買であり、 MCR-3にお

けるTyr2の重要性が窺われた。さらにMCR-3においては、 α-MSH、y-MSHおよび

(Pro]y-MSHはカルポキシ末端のアミノ酸配列が異なっているが同等の効力を示し、

またAC百fト13に比較してACTH ト10の効力が弱いことから、 AC百-14・10に連なる

カルボキシ末端も最大活性を発現するために必要であるが、そのアミノ酸の種類

は問わないことが示唆された。

一方、 MCR-5においてはα-MSHがAC刀fに比較して強い効力を示したことより、

AC耳fト39のカルボキシ末端部分のアミノ酸が抑制的に作用している可能性が考え

られた。またAC百-!4-10に対しては殆ど反応しないので、メラノコルチンのcor巴

heptapeptid巴以外のカルボキシ末端およびアミノ末端のアミノ酸の重要性はMCR-4

におけるそれよりも高いと考えられた。

メラノコルチンのアミノ末端のs巴nneのアセチル化がAC百f受容体(MCR-2)でのメ

ラノコルチンの活性発現に重要との指摘がなされていた闘。そこでAC百-!1-'13 

(non-acetylatedα-MSH)とα-MSHの効力を比較検討した結果、MCR-3およびMCR-5

では両ペずチドに対して同等の反応性を示したが、MCR-4ではα-MSHの作用が優

っていた。従ってMCR-4においてはMCR-2と同様にアミノ末端のsenneのアセチル

基の存在が最大効力発現に必要であることが示唆された。

以上、 MCR-3はACTH4-10で示される7個の共通ペプチド(coreheptap巴ptide)を主

に認識し、 MCR-4では、それに加えてTyr2および、Prol2が結合に寄与すると考えら

れ、さらにMCR-2と同様にアミノ末端のアセチル基が重要であった。またMCR-5

ではACη-!4-10が全く反応しないこと より、 7個の共通ペプチドはspacerとして機

能し、活性発現にはカルボキシ末端およびアミノ末端に速なるアミノ酸が寄与す

ると考えられた。これらの受容体のリガンド認識の特徴は、目的とする受容体特

異的 な作倒~!JMあるいは指抗築設計に貸重な情報を提供すると考えられた。
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実験材料および実験方法

1 .細胞培養法

Hepa cel1 (ラット肝癌細胞由来)あるいはLcel1 (マウス線維芽細胞由来)は

10% fetal calf serum(FCS)、100units/ml penicillin、100mg/ml streptomycin、ImM

sodium pyruvateを含むDulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM)培地に懸濁し、維

持継代した。

2.受容体遺伝子の導入法

クローニングした遺伝子の翻訳領域はPCR法を用いて増幅後、 neomycIn耐性遺伝

子を持つ真核細胞の発現ベクターであるCMVneo'叫にサプクローニングし、 CsCI
2

法問によりプラスミドDNAを調製した。このDNAの塩基配列を再確認した後、リ

ン酸カルシウム法σ

gμen問etlω1にc凹 (οImg/m叫n叫1吐lり)により遺伝子導入細胞を選別した。単一のクローンを選択後、受

容体mRNAを多く発現しているクローンをノーザンプロットにより選択した。

3.細胞内cAMP測定法

受容体発現細胞(Hepace日あるいはLcel1)を上記のDMEM培地にImg/mJgeneticinを

添加した培地に 1.5 X 105 cel1s/mlの濃度に懸濁し、 12穴培養プレート (CORNING)に

2ml/wellで]1肘重し、 37"c、 5%COT95% airの条件下で2日間培養しconfluentになっ

たものを使用した。細胞を 10mMHEPES(pH 7.4)、2mMglut削 Ine、0.22%NaHC0
3
、

0.1% BSAを含むEarle's Balanced Salt Slution(EBSS)で洗浄し、 O.ImM isobutyl 

methylxanthineを含むEBSSを添加し、さらに各種リガンドを加え37"c、 11時間反応

させた。氷冷した100%EtOHを添加することにより反応を停止後、細胞をscrap巴し、

遠心上清中のcAII在Pをキット (Amersham)を用いて定量した。

4. 各種メラノコルチンペプチドの合成

実験に使用したペプチドはPeninsula Laboratoriesより購入したが、市販されてい

ない置換メラノコルチンペプチド(ProI2γMSH，[Phe2， ProI2]y-MSH， [Thr2， ProI2] 

y-MSH)およびAC百f4・13はアミノ酸合成装置(AppliedBiosystems Mode1431)を用い

てミシガン大学Proteinand Carbohydrate Structure Facilityにて合成した。
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第 3章 MCR-3の細胞内情報伝達

序

受容体のリガンド刺激後、複数の細胞内情報伝達経路が機能する例が報告され

ている。前主主までAC耳IおよびMSHのリガンド認識につきcAMP産生を指標に検討

してきたが、メラノコルチンの作用にも複数の細胞内情報伝達機構、即ちinositol

tris phosp hate( IP s)と細胞内カルシウムの動員問、細胞外カルシウムの関与(問、リン

酸エステル附あるいはエイコサノイド(71)が関わっていることが報告されていた。

受容体刺激と細胞内情報伝達とのカップリングの詳細を検討するに際し、クロ

ーニングしたメラノコルチン受容体を細胞に発現させた系は、初代培養あるいは

継代培養した細胞を用いる系に比較して、単一の受容体に的を絞った検討が可能

となるため有用と考えられる。そこで、 MCR-3発現細胞を用いてリガンド刺激後

のIPs産生について検討すると共に、 cAMPおよびIPsの相互関係について検討し、

この受容体において複数の情報伝達系が機能していること、さらにそれらが密接

にcrosstalkしていることを見出したので以下に述べる。

第 1節 細胞内cAIIPおよびIPsの相E関係

MCR-3をHepa細胞に安定発現させ、ACηfおよびα-MSH刺激によるcAMP量およ

び:'IPs盆に及ぼす効果を検討した。 AC耳fおよびαMSHは濃度依存的にcA肘伊を増加

させ、その効力は両者の聞で同程度であり EC
50
は約1O-IIMであった。同じ細胞に

おいて、 ACTHおよびα-MSHは1O-IIM以下の濃度で、はIPsを増加させたが、 10・11M

より高濃度では減少させ、濃度反応曲線は二相性であった(Fig，25)。この現象は

Hepa細胞以外にL細胞および、Chinesehamster ovary(CHO)細胞にMCR-3を発現させ

た場合にも認められた(datanot shown)。

この現象の機構を明らかにするため、 cAMPとIPsが相互に影響している可能性に

ついて検討した。MCR-3発現細胞をforslωlinあるいはdibu tyryl cA晶1pで処置するこ

とにより細胞内cA恥1pを地加させるとαMSH(IO・11M)刺激によるIPs応答は抑制され
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(Fig.26)、さらにcAMPの措抗斉IJである RpcAMP処理により、 α-MSH(10-8M)刺激に

よる IPs応答の抑制は若干解除された(Fig.27)。またcAνp依存性proteinkinase A 

(PKA)阻害斉IJのH-89処置は、 α-MSH 1O-8Mによる IPs産生の抑制を濃度依存的に回

復し、さらに10-11M以上のα-MSHでも濃度依存的なIPs上昇が認められた(Fig.28)。

またH-89と同様の骨格を有するがPKA阻害作用を持たないH-85は影響を与えなか

った。

200 

80 
-.， 

m

J

m

N

0

0

 

口

H

4

3

2

(一
E
H
C
O
U

ち
ま
)
£
一
土
問

110 

180 

160 

140 

cHZR 

(A) 

50 
-ω -8 

350 

300 

250 

200 
〆画、

ち 150
L.. .... 
5100 
υ 
.._ 
0 

2索
、‘"。J
~ 140 .... 
C 

3130 

c.. 
ミ120
υ 
110 

-4 -5 -6 -7 -8 

(0) 

-4 -5 -6 ー7

(8) 

100 

cHZR/hMCR33i 

-8 

90 

80 
-0。

cHZR/hMCR3 3i 

100 

90 
-ω-8 ・7 -6 ・5 -4 

[Histamine] (Iog M) 

-4 

円g. 29. 00 町 e5叩叩p凹。n附secu 刊問e町sfor h、目凶t阻a叩πm川 c 山 m川川lla【阻edchar甲 s in cAMP c∞。n耐te口叩nt、川tは凶川a町an吋ld 1 
[ドJH]I印Pproducti旧。nl川nHepa cells lransfecl恒ed、wν2出 wild-tザypecan川1川nehi悶5t凶amτnjneH 2 
receptor(cH2R)(A and C) or the chimeric receptor(cH2R/hMCR-3 3i)(8 and 0) 

-5 

[Histamine] (Iog M) 

-6 ー7

-32-

一一て二十一一_.~



G蛋白質共役受容体の細胞内情報伝達に主要な役割を演じているのは第3細胞

質ループと考えられ問、この領域においてcAMPがlPsの応答を調節している可能性

が考えられた。そこでMCR-3の該当部分を既に細胞内情報伝達系としてcA恥1pおよ

ひ‘IPsの関与が明らかに附されているイヌヒスタミンH
2受容体の相当部分に組み込

むことによりキメラ受容体を作製し、ヒスタミン刺激によるlPs上昇について検討

した。その結果、ヒスタミンH2受容体ではcAMPおよびIPsともヒスタミンの波度

依存的に増加したのに対し、キメラ受容体においてはMCR-3と同様に、 IPsの二相

性の反応が認められた(Fig.29)。

第 2節考察

今回の研究により MCR-3においてメラノコルチン刺激により cAMPおよび~lP sが

細胞内情報の伝達に寄与していることが明らかとなった。さらに、 lPs産生はcAMP

FTにより調節を受けていることを見出し、その機序として受容体の第3細胞質Jレ

一プにおけるcAMP依存性proteinkinaseによる受容体のリン酸化が示唆された。

クローン化した受容体がcAMPおよび:'lPsの両者を細胞内情報伝達物質としている

例はヒスタミンH2あるいはムスカリン(m1-4)等のG蛋白質共役受容体で認められて

いる現象である肝叫が、その生理的意義については不明であった。この現象はクロ

ーン化しな受容体を異穏細胞に強制発現して使用しているため正常状態とは異な

っていることが一因とも推察される。しかし、メラノコルチン受容体に関しては

培養副腎皮質細胞においてAC在fがMCR-2を介してcAMPおよひ~IPs を細胞内情報伝

達物質としていること(&1.叫が報告されている。またFareseら附は今回用いたリガン

ド1農度と同様の濃度範囲でlPsが二相性の反応を示すことを報告し、 Woodcock"勺ま

副腎においてACTHがアンジオテンシンHによるIPs産生を抑制することを報告して

おり、今回クローニングした受容体発現細胞で認められた現象と一致する成績で

あった。さらにMCR-3において認められたこの現象はMCR-4においても発現する

ことを確認しており (unpublisheddata)、G蛋白質共役受容体の中でもメラノコルチ

ン受容体の特徴的な性質であることが強く示唆された。

本章で明らかにしたlPs産生の二相性はPKAを介した受容体蛋白質のリン酸化に

より発現すると考えられたが、リン酸化される正縫な部位は不明である。 MCR-3
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においてキメラ受容体を用いた検討より、 lPs産生に関与するのは第三細胞質ルー

プと考えられたが、阿部位に"consensusphosphorylation site州"は確認できなかった。

また受容体リン酸化後のlPs産生抑制l機序に関しては、受容体自身のリン酸化によ

りlPs応答に選択的なj況感作が起こること問、あるいは受容体以外のある種の蛋白

質のリン酸化がIPs産生に影響を与えること剛カf報告されており、このような一連

の反応の結果、 lPs産生が抑制性に調節されている可能性が考えられた。今後、リ

ン酸化部位の特定を含めた詳細な検討に取り組む必要があろう。

実験材料および実験方法

1 .細胞内cAMP測定

第 2章に記載した方法により実施した。

2.細胞内lPs測定

Berridgeら間の方法に準じて実施した。受容体発現細胞をconfluentになるまで培

養し、 [3H]myo-inositolを含有するEBSSで30分間細胞を処理し、さらに 10mMLiCl

にて 15分間処理した。その後、細胞をEBSSで洗浄し、各濃度のリガンドを添加し

反応させた。 MeOH添加により反応を停止し、 chloroform抽出した上清をWaters

Accel plus .QMA SEp.PAKカラム(WatersChromatography， MiUipore Co巾oration)で分

離し、 i答出液の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。

3.キメラ受容体の作成

イヌヒスタミンH2受容体(H2R)の第 3細胞質ループをヒト MCR.3の岡部分に置

換したキメラ受容体(H2βiMCR-3)は、第 5および第6細胞膜貫通部分のDNAへ変

異を導入するcassettemutatIonによ り作製した。まず6種類のPCR用プライマーを用

い、 3種類のDNA断片、 1)H2Rの翻訳開始部位(ATG)から第 5細胞膜貫通部分終了

部位まで、 2)MCR-3の第 3細胞質ループ部分、 3)H
2
Rの第 6細胞膜貫通部分開始

部位から納訳終了音[1位まで、を作製 した。これらを適宜IljlJ限酵素で処理し、続い

てligationを行い、最後に発現ベクターであるCMVn切に組み込み、シークエンスを

確認した後Hepa細胞に発現させた。
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4. 化合物および細胞の処理法

(Rp)-adenosine 3' ，5' -monophosphoro出ioate(Rp-cAMP，RBI)、cA附依存性protein

kinase(PKA)阻害剤のN田[2-(p-bromocinnamylami no )ethy 1]-5-isoqu inoli nesul fo n 

町nide(H-89，Calbiochem)、H-85(SeikagakuAmerica)はリガンド刺激の30分前に添加

した。ForskolinおよびdibutyrylcAMPはリガンドと同時に添加した。
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結論

本研究ではα-MSHおよびACTHに代表されるメラノコルチンの生理作用を解析す

る材料として、新規のメラノコルチン受容体のクローニングを試み、また薬理学

的検討を実施し、以下の点を明らかにした。

1 .α-MSHおよびACηfに代表されるメラノコルチンに対する新規の受容体群

(MCR-3~5) をヒトおよびマウス遺伝子ライブラリーからクローニングするこ

とに成功した。

2. ノーザンプロット解析により、 MCR-3は消化管および脳に、 MCR-4は脳に、

MCR-5は骨格筋に発現していることを明らかにした。 、

3. MCR-3~5の受容体は G蛋白質に共役する 7 回膜貫通構造を有し、各種メラノ

コルチンの刺激により細胞内cAMPを増加させること、さらに各受容体聞のリ

ガンド認識の差を明らかにした。

4. MCR-3の細胞内情報伝達物質はcAMPおよ rlIPsであることを明らかにし、

cAMPはIPs上昇に対して抑制的に作用することを見いだした。

以上の成絞は、今回初めてクローニングに成功した新規のメラノコルチソ受容

体 (MCR-3、MCR-4およびMCR-5)が、従来知られていたメラノコルチンの作用

である色素沈着あるいは副腎皮質刺激などの作用の他に、中枢での役割あるいは

骨格筋での役割といった多様な生理作用を有することを説明するのに有用な情報

を与えると考えられる。また薬理学的検討により得られたリガンド認識の特徴は、

各受容体に特異的な作働薬あるいは箔抗薬作製、さらには褐色細胞l盟におけるメ

ラノコルチン受容体を介した薬剤jのデリパリーシステム構築等に有益な情報とな

ると考えられる。
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