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2P・2114　　 マ ウス 由来嗅覚受容体 mOR −EG の 酵母 に おけ

　　　　　　　る 機 能 的発 現 効率 向上 を 目指 した RTP と の 共

　　　　　　　発 現系の 構築
　　　　　　○神 山 周 也
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嗅 覚受 容体 は嗅細胞 の 細胞 膜．ヒに 発現す る G タ ン パ ク 質共役受容体（GPCR ）

で あ り、GPCR の 中で 最大 の フ ァ ミ リーを 形 成 して い る。細 胞 外 の 匂 い 分

子 を認 識す る 高 感度 の セ ン サ ーで あ り、匂い セ ン サ ー開発 へ の 応 用 が期 待

さ れ て い る 。しか し異 種 細 胞 で の 発 現 は困 難 で あ り、他 のGPCR に 比べ て

研 究は 遅れ て い る。私 た ち は 、嗅覚受容 体の 機能解析や 、相互 作用 する 因

子 の 特定 ・機能解析 と 共 に 、匂い セ ン サ
ー

と して の 丁 学的利用 を 目的に 、
出芽ur　NSaccharoirl’ces 　cerevisiae を用い た嗅覚受容 体の 高効率発現系 の 構築を

行 って い る。
本研究で は、異種 細胞で 比較的 高効 率 に 発現 す るオ イゲ ノ

ー
ル 受容 体で

ある マ ウ ス 由来嗅覚受容体 mOR −EG の 酵母で の 機能的 発現 を行 った 。酵 母

α
一
因子 フ ェロ モ ン 受容体 をmOR −EG に 入れ替 え、シ グ ナ ル 伝達機構 の 下

流に ル シ フ ェラーゼ の 遺伝 1を レ ポータ
ー遺伝子 と して組 み込 み、オ イゲ

ノール 応答酵母 を 作成 した 。発現 効率を 上げるた め 、ラ ッ ト由来17嗅覚受

容体の N お よ びC 末端配 列 で 置 き換 えた キ メ ラ 体嗅 覚受 容体を作成 した。
シ グナ ル 伝達効率 を改善す るため に 、嗅覚細 胞由来G タ ン パ ク 質 α サ ブユ

ニ ットGoll を共発現 させ 、また 嗅覚受容体の 細胞膜 へ の 効率的輸送を 促す

た め 、マ ウ ス 由来Receptor 　trallsport　pr。tein（RTP ）を共 発現 させ た 出芽 酵母

を 作成 した 。本 発表で は、これ ら の ア プ ロ ーチ に よ る 、嗅覚受 容体 の 出芽

酵母 で の 機能 的 発現 へ の 効 果 に っ い て 報 告 す る 。

2P・21t5　 　 ヒ ト由来 μ
一オ ピオ イ ド受 容体 OPRM1 とそ の

　　　　　　　変異体 Al18G の 酵母 に よる 発現 と機能解 析
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オ ピ オ イ ド受 容 体 は、鎮 痛作 用 に 関わ るモ ル ヒ ネ 様物 質 の 作 用発 現 に

関 与 す る 受 容 体 タ ン パ ク 質 で ，7回 膜 貫 通 型 の G タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体

（GPCR ） に属 し，ア ゴ ニ ス ト，ア ン タ ゴ ニ ス ト及 び 生理 作 用 の 違 い に よ

り μ、δ、m の サ プタ イプに 分 類で き る ，中で も．μ オ ピオ イ ド受容 体

は 、こ の受 容体 の 遺伝 子多 型の 存在が薬剤の 効果 に個人差が生 じる と い う

問題が示 唆 され，がん疼痛 治療 な どの 分野で 注 目 されて い る．しか し，遺

伝子 多型 と リガ ン ド結 合能 の 椙関などの 解明は遅れて い る，そ こ で ，本研

究 は．出芽酵母Sacchat’otbコces　cerm’i．riaeを用い た ヒ ト由来 U オ ピオ イド受 容体

OPRM1 の機能解 析系の 開発を 行い ，遺伝 子多型 と薬剤応 答性の 関連 を解

析す る こ とを 目的 と した ．
ヒ トOPRM 　l　cDNA を ガ ラ ク トース 代謝系プ ロ モ

ー
タ
ーを有する ベ ク y 一

に導入 し．出芽酵母 に 形 質転換 した ．ガ ラ ク トー一ス を 含む 培地 で の 培養に

よ り誘 導さ れた 〔｝PRM 　1 の 発現を逆転写PCR お よび ウ ェス タ ン プ ロ ッ トを

用 い て 確認 した．内因性 の リガ ン ドと して知 られて い る β
一
エ ン ドル フ ィ

ン を添 加 し，シ グナ ル 伝達経路下流で 発現す る 蛍光 タ ンパ ク 質 GFP とル シ

フ ェラ
ーゼ の 蛍光 の 測定 に よ り，酵母細胞で の OPRMl 機 能的発現 を 解析

した，さ らに ，薬 物や ア ル コール 依 存に 関連が あ ると 壽わ れ て い るExon 　1
の SNP （AU8G ）を 有 す る変 異 体 を構 築 し，リガ ン ド応 答 性 の 変 化 の 有無を

解 析 した 、本 発表 に お い て は ，OPRMI の機能 的 発 現 の 成 否 、ま たAll8G
変 異体 で の 変化の 有無 にっ い て報告す る，
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2P−2116　　 マ イ ク ロ ウ ェ ル チ ャ ンバ
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を用 い た磁性液滴搬
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磁 性 粒 予 は 、生 体 サ ン プ ル か らの 目的 とす る細 胞 や 生 体分 子 の 分 離、精

製 、濃縮 を 可 能と する 特性 を 有す る他 、反 応場 で ある液滴 間の 搬送子 と し

て 利 用 で き 、磁力を駆 動力と して 用 い た解析 シ ス テ ム 全体 の小 型 ・携 帯化

を 実現す る 上で優 れた 特性 を有す る。我 々 は、磁性微粒子 と磁力 を利 用 し

た液滴 搬送 シ ス テ ム を考案 し、液滴の 合
一

や磁性微粒子 の抽 出などの 操作

を 磁力制御 に よ り進行で きる こ とを 明 らか に した ．本研究 では 、多 数の 細

胞 の 遺伝子発現 解析を 実現 するた め マ イ ク ロ ウ ェル チ ャ ン バ ーを 作製 し、
ミネ ラ ル オ イル 中で の 磁性 液滴搬送 に よ り、細胞溶 解、逆転 写反応、お

よ びPCR 増幅 の 各反応 液 と順 次、合
一．一

させ て 温度 コ ン ト ロ
ー

ル を行う こと

でRT −PCR 反応 を進 行 させ た。1細胞遺伝 子発 現解析は、ヘ テ ロ な集団で

ある細胞の 挙動を正確 に評価す るため に必要 な技 術であ る。そこ で、Heia
totai　RNA を鋳型 と してbcta　actin の RT −PCR をデバ イス 上で 行

．コた とこ ろ、
1〔｝− 10，000 コ ピーにおい てRNA ：量と蛍光強度で相関が み られた 。次に 、ヒ

ト慢性骨髄性 白 血病細胞 であるK562 と正常細 胞RPMI −1788を用 い て 、ユ

細胞 を 正液滴 に挿 人 してRT −PCR を行 った 。自血 病診断 に用 い る マ ーカー
で あ るWT −1の解析 を行 った と ころ 、　 K562 に お い て の み 高い 発現 が 確認 さ

れ、1細胞遺伝子発現解析が 可能で ある こ と が示唆さ れた 。

【目 的 】細胞 を 用 い た 毒性 試験 は 、化 学物質 リス ク 評価 へ の 応 用 が 示 さ

れて い る。特 に 単
．一

細胞 の 解析 を行 う こ とで 、よ り詳細 な化学 物質評価

が可能で ある と考え られ る。こ れまで に 、微細孔上に 細胞を高密度集積す

る技術
”
Microcavity 　array

”
を開発 して きた。本研究で は こ の Mi （

・rocllvity
array に 濃度 勾配を 形成す る流路を組み 合わ せ た マ ／ク ロ デバ イ ス を 開 発

し、単
一
細胞毒性評価シ ス テ ム の 構築 を目指 した 。

【方 法及 び結果】2倍希釈 系列の 濃度 勾配 を形成す る マ イ ク ロ 流路 を作製

した。本流路 は、2つ のIn且eしと溶液 をF． ftす るDnution　chamber 、細 胞ア ッ

セ イ用 のCulture　chamber を有す る。本流路をMicro ⊂avity 　array に接着 し、
細胞 捕捉用 の 微細孔 を5DO個 x6 レ

ー
ン 配 した マ イク ロ デバ イス を構築 し

た。本デバ イス の 微細 孔上に HeLa細胞 を捕 捉 した後、2っ のlnletにKCN 及

び 培 地を 送液 し、捕捉 した 細胞 に 100〜6．25 μM のKCN を暴露 した。その

結 果、KCN の暴露時 間の経過 に伴 い、　 KCN 濃度が 高 いCulture　chamber ほ

ど 死細胞 が 多 く、ま た 各時間に お けるKCN の 半数 致死 濃度を 簡便 に 算出

する こと が 可能で あった 。こ の よ う に本デバ イス は、単
一
細胞 レベ ル で の

様 za な毒性評価σ）ため の ツ ール と して 有効 で ある こ と が示 され た。
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