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    学位論文題名
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    PeptideReCeptorS／GuanylylCyClaSeSand
    OrphanReCeptorinMedakaFiSh

    （メダカナトリウム利尿ベプチド受容体型及ぴ

新規グアニル酸シクラーゼの構造と機能に関する研究）

学位論文内容の要旨

  cGMPは、直接イオンチャネルの開閉や、神経情報伝達に関与するほか、調節タン

パク質遺伝子の発現調節を介して細胞増殖の制御に関与することにより、恒常性維持

に重要な役割を果たしている。GTPからcGMPへの変換を触媒する酵素、グアニル酸

シクラーゼ(GC)は、その構造とりガンドの特性から可溶性型と膜結合型の2種類に

分けられ、それぞれに複数のアイソフオームが知られている。哺乳類をはじめとする

脊椎動物のほか、センチュウやショウジョウバェなどさまざまな生物に多くのGCア

イソフオームが存在することが分かってきた。また、これまでにメダカにおけるGC

遺伝子の構造解析およびGC/cGMP情報伝達系の機能解析の研究により、可溶性型、

膜結合型を含め哺乳類で発現している全てのタイプのく℃遺伝子が存在することが明

らかとなった。実験生物としてのメダカ（〇ryz泓むゅ¢s）は、ゲノムサイズが800Mb

でヒトの1／4と小さぃ。脊椎動物の様々な研究のためのモデル生物として有用な特色

を持っメダカのく℃アイソフオーム遺伝子を用いて、種の多様化に伴うゲノム構成変

化の解明と、それらの機能を解析する目的で研究を行った。

  膜結合型GCは、膜一回貫通型で細胞膜上の受容体として機能し、細胞外領域にり

ガンドが結合することにより、細胞内で触媒領域が活性化されcGMPを合成する。脊

椎動物では、感覚器官型、エンテロトキシン／グアニリン受容体型（GC―C）、そしてナ

トリウム利尿ペプチド（NP）受容体型（G（：・A及びGC－B）の3種類に大別される。本

研究では、まずメダカからNP受容体（℃lAのホモログcDlqAの全長を含むクローン

を2種類得て、これらの塩基配列を決定した。予想されるアミノ酸配列をもとに分子

系統解析をおこなった結果、2種類の遺伝子ともGCIAのホモログであることカミ推測

された（Ol（氾2、OlGC7と命名）。NP受容体についてはこれまでに、リガンドや生体

内での分布などからGC・A、GC‐Bに大別されているが、それぞれ1種類ずっしか見つ

かっていなかった。GC‐Bタイプはメダカから1種類（OlGClと命名）が単離されて

いるが、く℃‐Aタイプはメダカでは2種類存在することが明らかになった。これら2

種類の遺伝子のmRNA転写開始点をPrinlerExtension法によって決定し、NormemBlot

法によりこれらのmRNAサイズはそれぞれ4．7kb及び4．Okbであることも確認した。
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メダカ各組織における発現解析をRNase Protection法を用いて行った結果、どちらも腎
臓に強く発現しており、鰓、生殖巣でも比較的強い発現がみられた。さらに、近交系
メダカ(Hd-rR）のBACライブラリーからこれら2種類の遺伝子を単離し、塩基配列を
決定した（それぞれ33kbp、44kbp）。その結果、メダカ（℃一Aのイントロンは極めて
長く、その内にいくっかの特徴的な繰り返し配列が存在していること、またメダカの
他の遺伝子中のイントロン内にも同一配列が多種類存在していることなどが明らかに
なった。
  また、全生物で既知のいずれのタイプにも属さない新規（℃（OlGC8と命名）をメ
ダカ精巣に見い出した。このOlGC8のcDNA全長は約5kbpだが、細胞外領域は既知
GCの約半分の大きさであり、予想されるアミノ酸配列も既知のものとは異なる特徴が
ある。BACクローンを用いたゲノム構造解析の結果、全長14．3kbpで24個のエキソン
から構成されており、ゲノム構造の点でも既知の膜結合型（℃とは異なるものである
ことがわかった。RNaSePr0紕don法による発現様式解析の結果、腎臓と精巣で多く発

現していたが、NormcmB10t法により脳には3．3kbの短いタイプのmRNAが存在して
いることが明らかになった。転写開始点を調べた結果、2つの転写開始点があること
が分かり、組織によってそれらを使い分けていることが示唆された。メダカで発見し
た新規遺伝子の転写．・翻訳産物が受容体機能を持っかどうかを検討するため、COS‐7
細胞に強制発現させ、酵素活性を測定した。この（℃は膜分画に存在し、cGMP合成
能を示すが、メダカ各組織から得た抽出液を反応させてもcGMP合成能を活性化する
ことはなかった。したがって、リガンド不明のo甲h孤rcceptorと分類した。このこと
から、メダカGCにおいてまだ解明されていない受容体活性化機構、あるいは活性化
制 御 機 構 が 転 写 、 翻 訳 の レ ベ ル で 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ た 。
  さらに、メダカNP受容体型く℃のりガンドを検討する目的で、培養細胞COS‾7に
olGCl，Olく℃2，01GC7それぞれのタンパク質を強制発現させ、メダカ組織抽出液によ
るcGMP合成能の活性化を測定した。その結果、Ol（℃1は脳、Ol（12は心臓、OlGC7

は脳と心臓の抽出液を反応させたときに組織特異的にcGMPの合成が見られた。これ
らのことはメダカNPは脳と心臓に多く存在し3種類の受容体それぞれに異なるりガ
ンドが存在していることを示唆するものである。また、ラットのNPを作用させた結
果、OlGClはCNPによって、OlGC2は心岬によって特異的に活性化されるのに対し、
OlGC7はANP、BNP、CNPだけではなく、哺乳類GC．A、GC‐Bを活性化できないC‐ANF
によっても活性化され、受容体のりガンド特異性に大きな差があることが明らかにな
った。以上のことから、メダカではNP受容体型GCを介した情報伝達系の関与する代
謝 制 御 の 調 節 機 構 は 他 の 脊 椎 動 物 と 異 な る こ と が 推 測 さ れ た 。
  また、最近メダカのNPが5種類（BNPと4種類のの卵）同定されたので、これら
の受容体と考えられるメダカ（℃に対する特異性を探究するために、培養細胞に発現
した各種メダカGCに対する効果を検討した。その結果、メダカm岬はOlく℃2、OlGC7
を活性化したがOlGClは活性化し按かった。また4種類のCNPは、それぞれ特長が
異なりCNP4が最も強くolGClを活性化し、CNP‐1、の卵12もそれに準ずる活性化を

示したのに対し、CNP＿3はほとんどOIGClを活性化しなかった。興味深いことにCNP
では活性化されないGC‐Aタイプに属するolGC2、olGC7がそれぞれCNP‐3，の岬1に
よって活性化された。これらの複雑なりガンド特異性によって制御されるナトリウム
利尿ペプチド受容体型グアニル酸シクラーゼの機能は、水生生物であるメダカの多様
な環境変化（塩分、浸透圧など）に適応していくために、体液調節や塩分濃度などの
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恒常性を保つ仕組みをになっているものと推測される。
  最後に、昆虫細胞発現系を用いてGST融合発現タンパク質としてOIGC1，2，7，8の細
胞内及び触媒領域を発現させ、その酵素活性を測定した。またX線結晶解析のため

OIGC1の触媒領域のみをGST融合タンパク質として発現させ、その精製法を確立した。
  以上の研究結果は、ゲノム構造解析からグアニル酸シクラーゼファミリーの多様化
を解析する上での重要な手がかりであり、また、cGMP情報伝達系による魚類の体液

調節、海水環境への適応能における役割の解析に役立っものと考えられる。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Studies on the Structure and Function of Natriuretic
    Peptide Receptors/Guanylyl cyclases and
    Orphan Receptor in IVIedaka Fish

    （メダカナトリウム利尿ベプチド受容体型及び

新規グアニル酸シクラーゼの構造と機能に関する研究）

  GrrPからcGMPへの変換を触媒する酵素、グアニル酸シクラーゼ（GC）は、その構造とりガ
ンドの特性から可溶性型と膜結合型の2種類に分けられ、それぞれに複数のアイソフオームが
知られている。これまでにメダカにおけるGC遺伝子の構造解析及びGC／cGMP情報伝達系の機
能解析の研究により、可溶性型、膜結合型を含め哺乳類で発現している全てのタイプの（℃遺
伝子が存在することが明らかとなった。メダカ（〇′ゆ岱なゅピぷ）は、ゲノムサイズが800Mbで
ヒトの1ルと小さい。本学位論文は、脊椎動物のモデル動物として有用な特色をもっメダカの
GCアイソフオーム遺伝子を対象にして、種の多様化に伴うゲノム構成変化の解明とそれらの機
能解析を目的として、ナトリウム利尿ペプチド受容体型および新規GCのゲノム構造と発現、
またりガンド特異性による活性化機構の解析を行ったものである。
  学位論文は4章からなり、第1章では、メダカにおけるGC‐AタイプのホモログcI）NAを2
種類（〇鱈C2，〇鱈C7）単離し、メダカ各組織における発現解析をRN譌eProtec轟on法を用いて
行い、両遺伝子とも腎臓に強く発現しており、鰓、生殖巣にも比較的強い発現していることを
明らかにした。゛さらに、これらの遺伝子のゲノム構造解析の結果、これらの遺伝子のイントロ
ンは哺乳類のホモログ遺伝子に比べて非常に長く、イン卜ロン内に同一配列が多種類存在して
いることを明らかにし、ゲノムの多様性と進化を議論する上で貴重な知見を得ている。
  第2章では、哺乳類では発見されていない新規GC遺伝子（〇鱈の）を単離し、構造解析の結
果、その細胞外領域が既知（℃の約半分の大きさであることを明らかにした。また、RN鵠e
Proめ面on法及びNorthemb10t法による発現様式解析の結果、〇鱈のは主に腎臓と精巣では5kb
の転写産物が、脳では3．3kbの転写産物が認められた。また、転写産物の違いは転写開始点の違
いによることを明らかにした。さらに、培養細胞発現系を用いた検討の結果、OlGC8はcGMP
合成能を示したが、メダカ各組織から得た抽出液を作用させても活性化することはなかった。
従って、OlGC8はりガンド不明の0rph孤receptorと分類した。以上の結果は、メダカGC遺伝
子は転写、翻訳のレベルで発現制御されていることを示唆している。
  第3章ではメダカナトリウム利尿ペプチド（BNPと4種類の（NP）とCOS．7細胞発現系を用
いて、各種メダカ（℃のりガンド特異性を検討し、一次構造の比較検討結果よりCNPでは活性
化されないGC‐Aタイプと思われたOlGC2、OlGC7がそれぞれCNP．3，CNP1によって活性化さ
れる知見を得、メダカナトリウム利尿ペプチド受容体は哺乳類とは異なるりガンド特異性を示
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すことを明らかにした。これらの複雑なりガンド特異性によって制御されるナ卜リウム利尿ペ
プチド受容体型GCの機能は、水生生物であるメダカの多様な環境変化（塩分、浸透圧など）
に適応していくために、体液調節や塩分濃度などの恒常性を保つ仕組みを担うための適応の結
果であることを示唆している。
  第4章では昆虫細胞発現系を用いてGST融合発現タンパク質としてOIGC1，2，7，8の細胞内及
び触媒領域を発現させ、その酵素活性を測定した。またX線結晶解析のためOIGC1の触媒領域
の み を GST融 合 発 現 タン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、そ の 精 製 法 を確 立し た。
  以上の一連の研究結果は、グアニル酸シクラーゼファミリーの多様化をゲノムを通して考察
する手がかりとなり、また、魚類における体液調節、海水環境への適応能における役割の解析
に貢献するものと考えられる。
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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