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１．研究実施の概要 
本研究は、G タンパク質共役受容体の高次構造を明らかにし、それによって受容体の作

用機構を知ると同時に、理論的にリガンドを推定し創薬への道を開くことを主要な目標と

した。受容体に結合したリガンドの NMR による構造決定も計画した。同時に、G タンパ

ク質共役受容体の新しいリガンド検索系を構築し、オーファン受容体の内在性リガンドの

同定を目指した。また、平成 10 年度からコリントランスポーターの研究をこのプロジェク

トに組み入れた。 

G タンパク質共役受容体は、ロドプシンを例外として細胞での発現量が少ない。高次構

造を決定するには、まず大量発現・精製系の構築が必要である。モデル受容体として、ム

スカリン性アセチルコリン受容体 M2 サブタイプ（ムスカリン受容体）の変異体（不均一

性の原因となる糖鎖を除き、タンパク質分解酵素の作用を受けやすい細胞内第三ループ中

央部分を除いたもの）を選んだ。種々の発現系を検討し、最終的にバキュロウイルス・昆

虫 Sf9 細胞系を用いて毎月 40-60 mg 受容体を発現させ、15-30 mg の精製受容体を調製する

系を確立した。 

G タンパク質共役受容体はジギトニン中で安定であるが、ジギトニンはミセルサイズが

大きく、結晶化に適さない。種々の界面活性剤を検討し、高親和性アンタゴニスト QNB

（quinuclidinyl benzylate）を結合させた状態では、アルキルグリコシド中で比較的安定であ

ることを確認した。QNB を結合させた M2 受容体変異体の結晶化を試みた。結晶様構造物

が観察されると、中迫雅由氏の協力で、東大分生研、理研、慶応大学、Spring 8 でＸ線回

折実験を行った。平成 14 年 10 月の時点で、８Åの回折点を示す結晶が得られている。構

造解析には、結晶の質の改善が必要である。 

大量に精製したムスカリン受容体を用いて、受容体に結合したアセチルコリンアナログ、

特に(S)-methacholine と  (2S,4R,5S)-muscarine の立体構造（C1-C2 間の内部回転角）を

NMR/TRNOE (Transferred Nuclear Overhauser Effect:転移核オーバーハウザ− 効果)で決定し

た。最初は東大理学部の武藤裕氏、後に理化学研究所の廣田洋氏の協力で行った。その結

果、受容体結合時のアセチルコリンアナログは、二面角 O-C2-C1-N が+60°の gauche 型で

あり、非結合時のリガンドの構造（二面角：+90°）が、約 30°回転したものであると結

論した。この受容体結合時の立体配座は、内部回転角が固定したアナログを用いた薬理学

実験から予想されていた配座（二面角 O-C2-C1-N が+180°の trans 型）とは大きく異なっ

ていた。リガンドの構造変化と受容体の構造変化が協奏的に起こるという可能性を推測し

た。 

G タンパク質共役受容体のリガンド検索系を種々検討した。受容体と G タンパク質αサ

ブユニットとの融合タンパク質を発現させた Sf9 細胞膜標品を用いて、簡便にフルアゴニ

スト、部分アゴニスト、中性アンタゴニスト、インバースアゴニストを区別できることを

示した。これらのリガンド添加で、この順に GDP に対する親和性が増加し、それをリガン

ド依存性[35S]GTPγS 結合活性として測定できる。ノシセプチン受容体・Gα融合タンパク
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質というモデル受容体を用いて、この系はオーファン受容体のリガンド検索にも応用可能

であることを示した。2000 年に明らかにされたヒトゲノム塩基配列から、新規 G タンパク

質共役受容体342種（匂い、味、内在性リガンドの受容体に相同性を持つものそれぞれ281、

11、50 種）を同定した。内在性リガンドを持つと考えられる新規受容体（約 30 種）につ

いて、G タンパク質 alpha サブユニット（主に Gi1、一部 Gs）との融合遺伝子を作成し、

そのリガンドを検索した。その中の１種、 hGPCR48-Gi1αに対して、 5-oxo-ETE 

(eicosatetraenoic acid)が数 nM でアゴニストとして働くことを見いだした。5-oxo-ETE は好

中球や好酸球の走化性を誘起する。その反応が百日咳毒素感受性であることから、Gi/Go

に共役した受容体の関与が推測されていたが、受容体は同定されていなかった。HGPCR48

は好中球にも検出され、その濃度・応答関係からも、走化性に関与する受容体と考えられ

る。 

コリン作動性神経に特異的に発現し、コリン取り込みを行う分子の存在は 30 年前から推

測されていたが、その分子的実体は不明であった。コリン取り込みはアセチルコリン合成

の律速段階であり生理的に重要な過程である。1998 年 12 月、線虫 C. elegans のゲノムプロ

ジェクトが発表されたので、その情報を利用して線虫のコリントランスポーターのクロー

ニングを試み、成功した。引き続きラット及びヒトの相同分子(CHT1)をクローニングした。

CHT1 は神経伝達物質トランスポーターファミリーではなく、Na+/グルコーストランスポ

ーターファミリーに属していた。ヒト CHT1 を培養細胞に発現させて機能解析を行ったと

ころ、コリンに対する親和性、阻害剤感受性、イオン依存性などの点で、シナプトゾーム

画分のコリン取り込み活性と同様の性質をもっていることが確認された。CHT1 mRNA は

予想通りコリン作動性神経に特異的に発現していた。都神経研の三澤日出巳氏、杏林大学

小林靖氏との共同研究により、抗 CHT1 抗体を用いた免疫組織化学によりラット、サル、

ヒト中枢神経系における CHT1 発現分布を調べ、コリン作動性神経に限局していることを

明らかにした。ヒト CHT1 遺伝子の５’上流８kb 以内にプロモーター活性が見られたが、

この領域のみではコリン作動性神経特異的な発現を決めるのには不十分であった。これら

の結果から CHT1 は高親和性コリントランスポーターであると結論した。また、ヒト CHT1

遺伝子に機能の異なる単一塩基多型(SNP)が存在することを明らかにした。細胞膜貫通部位

の１つのアミノ酸がイソロイシンからバリンに変わることにより、コリン取り込み活性が

野生型の 60％になることが分かった。この SNP の発現頻度は人種間で異なっていたが、

アルツハイマー病、レビー小体型痴呆、慢性疲労症候群などの病態との相関は見られなか

った。 

 

豊島グループ 

G 蛋白質結合型受容体の結晶化を支援するため、これ迄に実績のある筋小胞体

Ca2+-ATPase を例題として、膜蛋白質の結晶化の諸因子を検討した。特に不安定な膜蛋白質

の結晶化を可能にするため、脂質を添加し電子顕微鏡レベルのチューブ状結晶から X 線結
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晶解析にかかる大きな三次元結晶の作製までを同時に視野にいれた方法の開発を行った。

この方法は極めて有効であり例題とした Ca2+-ATPase のみならず、今後の膜蛋白質の結晶

化において重要な方法となるであろう。 

 

中迫グループ 

ムスカリン受容体の三次元結晶構造解析に向けて、（１）ムスカリン受容体三次元結晶化

過程で析出する種々の凝集体についての極低温Ｘ線回折実験による評価、（２）低温Ｘ線回

折実験基盤技術の開発・改善とそれを用いた蛋白質の結晶構造解析、（３）将来の受容体－

信号伝達蛋白質間相互作用解析に不可欠な蛋白質水和構造の解析、を実施した。ムスカリ

ン受容体結晶のＸ線回折の結果は前述した。 

 

武藤グループ・廣田グループ 

ムスカリン受容体に結合したアセチルコリンアナログの立体構造（C1-C2 間の内部回転

角）を TRNOE を用いて決定した。 実験結果は前述した。 

 

立元グループ 

G タンパク質共役受容体のリガンド探索法として、受容体と G タンパク質 G16 のαサブ

ユニット（G16α）との融合タンパク質を CHO 細胞に発現させて、細胞応答を測定する方

法を開発した。さらに、ヒトゲノム情報より得た受容体 THTR（11 種）及び THTR と高い

相同性を持つ受容体 T2R（11 種）について、上記の方法を用いてこれらの受容体に対する

リガンドの探索を行った。 

 

若松・窪田グループ 

G 蛋白質が受容体によって活性化される機構は従来不明であったが、G 蛋白質αサブユ

ニットに良く保存されている塩橋を介して C 末端部分の構造変化が GDP 結合部位へと伝

達されて、G 蛋白質の活性化が起こることを明らかにした。この活性化機構の解析中にム

スカリン M4 性受容体の部分ペプチドがＧ蛋白質（Gi/Go）を特異的かつ強力に活性化する

ことを見いだした。このペプチドは M4 受容体のミメティックとして有望である。また、

受容体の NMR による構造解析を行うための基礎となる、脂質二重膜に結合したペプチド

の構造解析および bicelle の構造解析を行った。 

 

２．研究構想 
研究開始時に目指した目標・計画は下記の通りである。 

「本研究の主眼は G タンパク質を介する遅い伝達系にある。脳内には多数の G タンパク

質共役受容体が存在し、知・情・意などの脳機能全般にわたり重要な働きを行っている。

個々の受容体の役割を知るためには特異的なリガンドが必要であるが、これらリガンドを
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理論的に知るすべは現在はない。だが、もし受容体の高次立体構造がわかれば、その構造

から特異的リガンドを推測できる可能性が飛躍的に増大する。そこで我々は、当研究室が

研究の最先端にいるムスカリン性アセチルコリン受容体をモデルとし、その大量発現・精

製系の確立、２次元結晶及び３次元結晶の作成、電子線結晶学やＸ線結晶学に基づく高次

構造の決定を主目標とする。リガンドは水溶液中と受容体に結合した状態とではその構造

が異なっていると推測されている。そこで、NMR/TRNOE(Transfered Nuclear Overhauser 

Effect)を用い、受容体に結合したリガンドの構造決定を行う。独立したアプローチとして、

高感度のリガンドスクリーニングシステムの開発、それを用いたオリゴペプチドライブラ

リーの検索を行う。そこからムスカリン受容体に対する種々のペプチドの親和性スペクト

ラムおよび受容体に結合したペプチドの構造を決定し、その結果から特異的リガンドにな

りうる有機化合物を推論する。」 

研究はこの計画に沿って進められた。ムスカリン受容体の大量発現・精製系を確立し、

二次元結晶の作成には失敗したが、三次元結晶の作成に成功した。Ｘ線で回折点が観察さ

れたが構造解析には不十分であり、結晶の質の向上が必要である。TRNOE 法を用いてム

スカリン受容体に結合したメタコリンとムスカリンの立体構造を決定した。結果は従来の

予想と逆であった。この結果の解釈が興味深い。受容体・G タンパク質複合体に結合した

リガンドの構造の決定などが残された課題である。リガンド検索系としては、受容体・G

α融合タンパク質を主として検討した。将来結晶化の標的となることも考えての選択であ

る。ランダムペプチドライブラリーから新規リガンドを見いだす試みは、ファージディス

プレー法で行った。ファージの先端にペプチドを発現した状態では特異的なリガンドと思

われるものが見いだされたが、有機合成したペプチドでは活性が検出されなかった。理由

は不明である。本研究計画の途中にヒトゲノム塩基配列の発表があった。これを受けて、

既知受容体のサブタイプ特異的リガンドを見つける試みから、オーファン受容体の内在性

リガンドを見いだす試みへと方針を転換した。ノシセプチン受容体・Gα融合タンパク質

をモデル系として用いて、この系で脳抽出物中の内在性リガンド（この場合ノシセプチン）

を検出可能なことを確認した。ヒトゲノムから G タンパク質共役受容体を検索する方法を

考案した。得られた新規 G タンパク質共役受容体と Gαとの融合タンパク質を用いて、一

つの受容体の内在性リガンドを 5 oxo-eicosatetraeoic acid と同定した。内在性リガンド同定

に受容体・Gα融合タンパク質が有効であることを示している。当初の研究課題から少し

離れるが、高親和性コリントランスポーターの同定を本研究課題に加えることの了承を得

た。トランスポーターは、受容体と同様、これから立体構造を決定すべき膜タンパク質で、

神経系における最重要ターゲットの一つである。線虫のゲノムを利用して同定に成功した。

ラット、ヒトのコリントランスポーターも同定した。予想通り、コリン作動性神経に特異

的に発現していた。ヒトで、活性が 60％の単一塩基変異体(SNP, Singe Nucleotide Polymorph)

を見いだした。 

二次元結晶の作成には豊島近氏の指導を受けた。一度結晶様生成物ができ、光回折で数
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個の回折点が観察されたが、この結晶の生成は再現的でなかった。豊島氏は、本研究期間

中に、自身のテーマである Ca-ATPase の結晶化に成功した。ムスカリン受容体の結晶様構

造物及び結晶のＸ線回折は中迫雅由氏にお願いした。武藤裕氏と廣田洋氏には

NMR/TRNOE の測定と結果の解釈で協力頂いた。実際の実験は芳賀グループの古川浩康氏

と廣田グループの濱田季之氏によって行われた。武田茂樹氏は本研究計画の最初からリガ

ンド検索プロジェクトの主要メンバーである。最後の一年は独立したが、研究は密接な協

力の下に行った。立元一彦氏と須賀比奈子氏には最後の一年、受容体・G16 融合タンパク

質を細胞に発現する系の構築で協力を頂いた。若松馨氏と窪田健二氏は、ムスカリン受容

体を大腸菌で大量に発現させ、G タンパク質と相互作用する受容体中のアミノ酸残基を同

定する計画であった。実際は、大腸菌での発現量が不十分で、受容体の部分ペプチドと G

タンパク質の相互作用に焦点を絞った研究が行われた。 
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３．研究実施体制  
(1) 体制 

 

 

 

 芳賀達也グループ 

東京大学大学院医学系研究科 

学習院大学理学部生命分子科学研究所  

ムスカリン受容体の大量発現・精製・結晶化、Gタンパク

質共役受容体の検索、高親和性コリントランスポーターを

担当  

  

武田茂樹グループ 

群馬大学工学部生物化学工学科  

Gタンパク質共役受容体のリガンド検索を担当 

  

立元一彦グループ 

群馬大学生体調節研究所  

G16との融合タンパク質を用いたリガンド検索を担当 

  

  研究代表者 

芳賀達也  

豊島 近グループ 

東京大学分子細胞生物学研究所 

       

 

膜タンパク質の結晶化と構造解析を担当 

  

中迫雅由グループ 

慶應義塾大学理工学部物理学科 

 

 

Ｘ線構造解析を担当 

  

武藤 裕・廣田 洋グループ 

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 

 

 

受容体に結合したリガンドの構造解析を担当 

  

若松 馨・窪田健二グループ 

群馬大学工学部生物化学工学科  

受容体とGタンパク質との相互作用および受容体の構造を

担当 
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