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研究成果の概要（和文）：モチリンおよびエリスロマイシンはモチリン受容体に結合し，またグ

レリンは GHS 受容体に結合し，消化管運動機能調節に重要な役割を果たす。モチリン受容体お

よび GHS受容体発現細胞やモチリン受容体トランスジェニックマウスを用いて，受容体活性化

機構の解析と両者の相互連関を解析した。エリスロマイシンはモチリン受容体の膜貫通部に結

合し，作用発現することを明らかにした。またモチリン受容体と GHS受容体は連動して活性化

することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Motilin, erythromycin and ghrelin are important endogenous 
regulators of gastrointestinal motor function, mediated by the class A G protein-coupled 
motilin receptor and GHS receptor. We have identified new critical residues in the 
transmembrane domains of the motilin receptor for erythromycin binding and activity using 
receptor mutagenesis. We have also generated human motilin receptor transgenic mice, and 
clarified relationship between motilin receptor and GHS receptor. 
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１．研究開始当初の背景 
  モチリンおよびエリスロマイシンはモチリ
ン受容体に結合し，またグレリンは growth 
hormone secretagogue (GHS)受容体に結合し，
消化管運動機能調節に重要な役割を果たして
いる。 
  申請者は，ペプチドリガンドのモチリンは
モチリン受容体の perimembranous なアミノ
酸残基に結合すること，非ペプチドリガンド
のエリスロマイシンはこれらのアミノ酸残基
とは異なる部位に結合すること，モチリンと

エリスロマイシンの細胞内シグナル伝達系は
共通であること，ヒト消化管におけるモチリ
ン受容体と GHS 受容体の発現様式に関してモ
チリン受容体は消化管の筋層間神経叢と筋細
胞に発現し GHS 授与体は粘膜細胞および筋細
胞に発現していること，を明らかにしてきた。 
  しかし，モチリン受容体におけるエリスロ
マイシンの結合部位，モチリン受容体の消化
管運動以外の消化管，肝胆膵，中枢神経系へ
の作用，モチリン受容体と GHS 受容体のクロ
ストーク機構は不明である。 
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２．研究の目的 
(1) 変異モチリン受容体を用いてエリスロマ
イシンのモチリン受容体における結合部位を
同定する。 
 
(2) ヒトモチリン受容体トランスジェニック
マウス(マウス GHS 受容体は natural に発現)
を作成し，その形態・機能解析を行う。 
 
(3) モチリン受容体と GHS 受容体のクロスト
ーク機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異モチリン受容体を用いたエリスロマ
イシンのモチリン受容体における結合部位の
同定 
① Site-directed mutagenesis 法を用いて，
モチリン受容体の第一から第七までの膜貫通
部の Ala 置換変異受容体の cDNA を作成し，
DEAE-dextran法にて COS細胞に導入し，一過
性に発現させた。 
② 一過性に変異受容体を発現させた COS 細
胞をモチリン受容体特異抗体で染色し，細胞
表面に表出していることを確認した。 
③ 一過性に変異受容体を発現させた COS 細
胞を用いて，125-I 標識モチリンと 0-10-6M の
非標識モチリンを，3-H 標識エリスロマイシ
ンと 0-10-4Mの非標識エリスロマイシンを，競
合的に変異モチリン受容体と反応させ，変異
受容体の結合能を解析し，モチリン，エリス
ロマイシン結合に必須のアミノ酸残基の同定
を行った。 
④ 一過性に変異受容体を発現させた COS 細
胞を用いて，0-10-6M のモチリン刺激下，
0-10-4M のエリスロマイシン刺激下の，細胞内
カルシウム濃度変化を Fura-2-AM 系で測定し，
モチリン，エリスロマイシン機能発現に必須
のアミノ酸残基の同定を行った。 
 
(2) ヒトモチリン受容体トランスジェニック
マウスの作成とその解析 
① ヒトモチリン受容体 cDNA を組み込んだ
CAG promoter を有する plasmid を作成した。 
② C57BL/6J JAX 前核期胚の雄性前核へ目的
の DNA をマイクロインジェクションし，DNA
注入胚を Crjマウス卵管内に移植した。 
③ 分娩後 4 週間目で仔マウス尾を用いて，ト
ランスジーンを確認した。 
④ トランスジェニックマウスをエリスロマ
イシン非投与群と 20mg/日 2 週間投与群に分
け，代謝ケージを用いて，体重増加，食餌摂
取量，飲水量，便量，尿量，活動量，各組織(消
化管，肝，膵，脾，精巣上体脂肪)の重量，各
組織像を解析した。 
 
(3) モチリン受容体と GHS 受容体のクロスト

ーク機構の解析 
① 野生型モチリン受容体のうち，膜貫通部が
それぞれ保存された GHS 受容体とのキメラ受
容体を，site-directed mutagenesis 法にて
同一の制限酵素認識部位を導入し，制限酵素
で切断後，T4 リガーゼを用いてライゲーショ
ンし作成した。 
② 変異キメラ受容体を COS 細胞に一過性に
発現させ，モチリン，エリスロマイシンある
いはグレリン刺激による細胞内カルシウム濃
度変化を FURA-2-AM 系で，またモチリン，グ
レリンの結合能を競合的結合反応で，測定し
た。 
③ 野生型モチリン受容体と GHS受容体を COS
細胞に共発現し，モチリン，エリスロマイシ
ンあるいはグレリン刺激による細胞内カルシ
ウム濃度変化を FURA-2-AM 系で，またモチリ
ン，グレリンの結合能を競合的結合反応で，
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 変異モチリン受容体を用いたエリスロマ
イシンのモチリン受容体における結合部位の
同定 
① モチリン受容体第 2 膜貫通部の Asp94，
Leu95，Try99，第 4 膜貫通部の Ser169，第 6
膜貫通部の Glu325 の変異受容体にて，エリス
ロマイシン特異的な受容体活性化がみられな
かった(図 1)。エリスロマイシンはこのアミ
ノ酸残基に結合していることが示唆された。 
 
(図 1) モチリン受容体におけるエリスロマイ
シン特異的結合部位 

 
●：エリスロマイシン特異的結合部 
●：モチリン，エリスロマイシン両者に必須
のアミノ酸残基 
 
(2) ヒトモチリン受容体トランスジェニック
マウスの作成とその解析 
① ヒトモチリン受容体トランスジェニック
マウスの作成に成功した。 
② トランスジェニックマウスのエリスロマ
イシン投与群は非投与群に比して，食餌摂取
量，飲水量，便量は増加し，また活動量も増
加したが，体重増加は少なかった。 



 

 

③ トランスジェニックマウスのエリスロマ
イシン投与群の消化管，肝，膵，脾，精巣上
体の重量は非投与群に比して差は見られず，
組織学的にも差は見られなかった。 
④ エリスロマイシン投与トランスジェニッ
クマウスの血中グレリン分泌動態の解析が今
後必要である。 
 
(3) モチリン受容体(MR)と GHS 受容体(GHSR)
のクロストーク機構の解析 
① MR(1-62) /GHSR(68-366)はグレリンのみ
に反応，MR(1-102) /GHSR(108-366)はグレリ
ンとエリスロマイシンに反応，MR(1-178) 
/GHSR(184-366)はエリスロマイシンに反応,
しかし GHSR(1-183) /MR(179-412)はモチリン
もエリスロマイシンもグレリンも反応しなか
った(図 2)。 
 
(図 2) キメラ受容体の細胞内 Ca 反応 

 
 
② モチリン受容体と GHS 受容体の共発現系
では，モチリン＋グレリン刺激により，細胞
内 Ca 反応の増強がみられた。 
 
  以上の結果から，モチリン受容体と GHS 受
容体は協調しながら，消化管運動調整に関与
していると考えられた。 
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