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研究成果の概要 
 
 ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２サブタイプ変異体の結晶化・高次構造の解明を主目

的とした。約 8A の回折点を示す結晶が再現的に得られる条件を見いだしたが、原子構造の解

明には至らなかった。副次的課題として、ムスカリン受容体の細胞内第３ループがフレキシブ

ルな構造を取ること、ムスカリン M4 受容体の細胞内移行には２つ以上の機構が併存すること、

ムスカリン受容体のリサイクリングに関わるモチーフの同定、などの結果を得た。 
 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成 15 年度 62,000,000 0 62,000,000 

平成 16 年度 16,000,000 0 16,000,000 

平成 17 年度 15,500,000 0 15,500,000 

平成 18 年度 16,000,000 0 16,000,000 

平成 19 年度 16,000,000 0 16,000,000 

  平成 20 年度 16,000,000 0 16,000,000 

総 計 141,500,000 0 141,500,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経化学・神経薬理学 
キーワード：ムスカリン性アセチルコリン受容体、Ｇタンパク質共役受容体、膜タンパク質、

結晶構造、細胞内移行、リサイクリング、オーファン受容体、高親和性コリントランスポータ

ー 
 
１．研究開始当初の背景 
 Ｇタンパク質共役受容体の立体構造としては、
ロドプシンの構造のみが知られていた。Ｇタンパ
ク質共役受容体の構造の解明は、細胞外情報を細
胞内に伝える分子機構を知るために必須の課題で
あると同時に、薬の作用機構を知るためにも重要
な情報を提供すると考えられた。ロドプシンだけ
の構造では、ロドプシンに特異的な構造と、Ｇタ

ンパク質共役受容体に共通な構造との
区別がつかない。少なくとも、２，３種
類のＧタンパク質共役受容体の構造が
分かれば、特定のＧタンパク質共役受容
体の一次構造からその立体構造を推測
することも可能になると予測された。 
 
２．研究の目的 



 Gi、Gq と共役する受容体のモデルとしてムス
カリン性アセチルコリン受容体を選び、その大量
発現・精製系の確立、結晶化条件の検索、原子構
造の決定を目的とした。同時に、ムスカリン受容
体の脱感受性機構、特にアゴニスト依存性細胞内
移行の分子機構を明らかにすることをもう一つの
目的とした。また、将来の研究の準備段階として、
ムスカリン受容体・Galpha 融合タンパク質の特
性の解明、これを用いたリガンド検索系の開発、
高親和性コリントランスポーターの分子特性の解
明も平行して行った。 
 
３．研究の方法 
 ムスカリン受容体 M2 サブタイプの変異体を結
晶化の対象とした。糖鎖結合の除去、タンパク質
分解を受けやすい細胞内第３ループ中央部分の除
去、を行ったものである。この変異体がアセチル
コリンで活性化され、Ｇタンパク質 Gi を活性化
することは調べてある。バキュロウイルスを用い
て昆虫細胞 Sf9 に大量発現させ、われわれが開発
したアフィニティークロマトグラフィー法で精製
し、結晶化を試みた。 
種々の溶媒（界面活性剤、他の溶媒条件、沈殿剤）、
結晶化条件（アニーリング、シーディング法など）
を検討した。本格的な検討を開始して約１年後に
約 10A の回折像を示す結晶が得られたが、その後
分解能の改善には成功しなかった。 後の１年間
は単クローン抗体との複合体の結晶化およびバイ
セル存在下での結晶化に挑戦したが、現在のとこ
ろ高分解能の結晶は得られていない。抗体との複
合体およびキュービックフェーズ法を利用した結
晶化の試みを継続している。 
 
４．研究成果 
 
 (1)ムスカリン受容体 M2 サブタイプ変異体（糖
鎖を結合せず、細胞内第３ループ(I3)の大部分を
削除したもの）の結晶化の試みを行った。再現的
に結晶化する条件が見つかったが、回折点の分解
能は 8A にとどまり、原子構造の解析に至らなかっ
た。 
 (2)ムスカリン受容体は細胞内第３ループ(i3)
が長い（160-240 残基）。他の多くのGPCRのi3 は短
く、M2-i3 の根元以外の大部分を削除してもアセ
チルコリン結合能やＧタンパク質活性化能は変わ
らない。M2-i3 は独立したサブドメインで、一定
の構造を取る可能性が考えられた。M2-i3 を大腸
菌で発現させ円２色性を測定したところ、予想に
反して２次構造は認められなかった。１次元NMR
測定の結果も、rigidな構造を作らないことを示し
た。野生型M2受容体とi3 を欠損させたM2受容体の
円２色性の差を調べると、i3 が２次構造を作らな
いことが示された。これらの結果より、M2受容体
の長いi3 はフレキシブルな構造として存在する
と推測した。 
 (3)培養細胞 (HEK293) に発現させたムスカリ
ン M4 受容体はアゴニスト依存性に細胞内移行し、

アゴニスト除去で細胞表面にリサイク
リングされる。M4 受容体 I3 の部分的切
除変異体を網羅的に検索し、リサイクリ
ングに関わる領域を推測した。この部位
をリサイクリング能が低い M2 受容体 I3
部分に加えると、リサイクリング能が著
名に増大することを見いだした。 
 (4)I3 の殆どを削除した M4 変異体で
も、Ｇタンパク質共役受容体キナーゼ 2 
(GRK2) を共発現させると細胞内移行が
増加し、GRK2 の効果はドミナントネガテ
ィブ GRK2 の共発現で抑制された。とこ
ろが I3 欠損 M4 受容体の細胞内
Ser/Thr10 個を Ala に替えた変異体いず
れでも、GRK2 による細胞移行促進効果が
見られた。複数のリン酸化部位の何れか
が GRK2 によってリン酸化されれば細胞
内移行が促進されるという可能性が考
えられる。 
 (5)容体・Gα融合タンパク質は化学セ
ンサーとして有効であると同時に、オー
ファン受容体のリガンド検索にも利用
可能である。この方法で同定した
5-oxo-eicosaenoic acid (5-oxo-ETE)の
受容体 hGPCR48 が、実際 5-oxo-ETE へ向
けての顆粒球の走化性に関与している
ことを、hGPCR48 に対する抗体を用いて
明らかにした。 
 (6)高親和性コリントランスポーター 
(CHT1) の構造と機能の関係を部位特異
的変異体を用いて調べた。細胞膜貫通部
分の荷電アミノ酸の変異体の活性測定
から、コリンの認識に関わる領域を推定
した。また、CHT1 が細胞膜貫通セグメン
トを 13 個持つ構造であることを実験的
に示した。 
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