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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

目標としている。またＧタンパク質共役受容体の新しいリガンド検索系の構築も目

指している。バキュロウイルス・Sf9細胞系を用いてムスカリン受容体変異体を１ヶ

月に約４０ｍｇ発現させる系を確立した。リン脂質膜中への２次元結晶化および３次

元結晶化条件の検討、特に受容体を安定に保つ界面活性剤の検索を広範囲に行って

いる。いくつかの結晶様構造物が生成したのでＸ線回折実験を試みたが、回折点が

観察されるものはまだ見出されていない。膜タンパク質の結晶化条件については豊

島近が筋小胞体カルシウムATPaseを用いて検討し、2.6Å 分解能での三次元構造の

決定に成功した。ムスカリン受容体に結合したメタコリンの立体構造を TRNOE

（Transferred Nuclear Overhauser Effect）を用いて推定した。新しいリガンドスクリー

ニング系として受容体・Ｇα融合タンパク質を用いる系を検討した。Giに共役した

受容体については、簡便な結合実験でアゴニストとアンタゴニストを識別できるリ

ガンド検索系として利用可能と考えられる。

２．研究実施内容

　�　発現・結晶化グループ

バキュロウイルス・Sf9細胞系を用いて、ムスカリン受容体変異体を定常的に発

現させる系を確立した。受託培養の併用により、１ヶ月約40リットルの培養液、

約40ｍｇの膜受容体を発現させ、約10mgの精製受容体の調製が可能である。

Ｇタンパク質共役受容体はジギトニン中で安定だが、ジギトニンは受容体に多

量に結合し、受容体の２次元及び３次元結晶化を阻害する。不可逆的リガンド結

合後可溶化しコバルトカラムで精製する方法、あるいはジギトニン中で可溶化・

精製後他の界面活性剤に置き換える方法で、ほぼジギトニンフリーの精製受容体

が調製出来るようになった。この標品はリン脂質２重膜にうまく再構成された。

しかし、まだ規則的な配列を取るまでには至っていない。タンパク質に対するリ

ピドの比率を徐々に下げた状態で再構成する条件を探している。３次元結晶化条
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件ではいくつかの結晶用生成物が得られ、低温Ｘ線回折を試みたがまだ回折点は

観測されない。このような構造物が出来た周辺の条件を集中的に検討している。

　�　リガンドスクリーニンググループ

受容体とGタンパク質αサブユニットの融合タンパク質を用いたリガンドスク

リーニング系を確立するために、多数の融合タンパク質を作成し、解析した。受

容体としてはムスカリン受容体M1-M5サブタイプ、β2アドレナリン受容体、ノ

シセプチン受容体、Gタンパク質としてはGs、G11、Gi1、Gi2、G16などを用い

た。GsやGiと共役する受容体については、融合タンパク質を発現させた膜標品を

用いた［35S］GTPγS結合実験により、アゴニスト、アンタゴニスト、部分アゴ

ニストを識別したスクリーニングが可能であることがわかった。融合タンパク質

は受容体とＧタンパク質相互作用のモデル系としても有用で、両者の相互作用に

Mgイオンが必要であることが分かった。Gqと共役する受容体についてはアゴニ

ストの効果が小さく、リガンドスクリーニング系としては適当ではなかった。ノ

シセプチン受容体-Gi2を用いて、ファージディスプレイ法による６個のアミノ酸

からなるランダムペプチドのスクリーニングを行った。その結果、ノシセプチン

に一部相同性をもつペプチドなどがアンタゴニスト活性を持つものとして同定さ

れた。しかし現在のところ、それをもとに合成したペプチドには弱いアンタゴニ

スト活性しか観察されていない。今後長いランダムペプチドについて同様な実験

を行う予定である。

　�　結晶解析グループ

発現・結晶化グループで得たムスカリン受容体の結晶生成物を低温Ｘ線結晶回

折装置にかけた。サンプルは、�大きさ100ミクロン四方、不定形、複屈折なし、

�大きさ10数ミクロン、球状、複屈折あり、�大きさ200ミクロン四方、四角、複

屈折あり、の３種類であった。�、�からは明瞭な回折パターンを得ることがで

きなかったが、８Å 分解能付近に、タンパク質に特徴的なリングパターンを確認

することができた。�は明らかに塩であることが判明した。

豊島らは筋小胞体カルシウムATPaseの結晶構造解析を進めている。Ｘ線結晶解

析にかかるまでに板状結晶を厚くできたので、Spring－8でデータ収集を行い、2.6

Å 分解能の構造解析に成功した。この結晶はカルシウム存在下のものであった

が、非存在下で得られるチューブ状結晶構造と比較したところ、低分解能での比

較ではあるが大きな構造変化が認められた。この結果はNatureに投稿中である。

また、微小結晶の解析に電子線回折を利用できるよう、回転カメラの設計・製作

を進めてきたが一応の完成を見ることが出来た。

　�　リガンド構造解析グループ

ムスカリン受容体に結合したメタコリンの立体構造、特にCα－Cβ内部回転角
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を核磁気共鳴法（NMR；TRNOE法）により決定する試みを昨年度に引き続き行っ

た。メタコリンとの非特異的相互作用が強く、NMR測定の妨害となるジギトニン

の量を、コール酸ナトリウムで極力置換することにより、NMRによる定量的な解

析が可能になった。試料溶液のNOESY測定（２次元NMRの一手法）後に、アン

タゴニストであるアトロピンを加えて同条件でNOESYを測定し、両者の差をとる

ことで受容体に結合したメタコリン由来のTRNOEが定量できた。それに基づき、

受容体に結合したメタコリンの立体構造を解析したところ、Cα－Cβ内部回転角

（N－Cα－Cβ－O）が０度に近いシス型の立体配座であることが明らかになっ

た。この立体配座は、従来予想されていたトランス型のものとは大きく異なって

いる。メタコリンはアセチルコリンの１つの水素がメチル基で置換された同族体

であるが、このメチル基が同一分子内のトリメチルアミノ基と立体障害を起こし

て立体配座に影響を与えている可能性も考えられる。そこで、重水素置換された

アセチルコリンについてTRNOEの測定を今後行う予定である。

　�　受容体構造解析グループ

ムスカリン受容体の大腸菌での発現量を向上させる試みを行った。Goおよび

Gi1αサブユニットの共発現、可溶化時にGi1αおよびGoαの添加を試みたが、効

果は小さかった。BL21（DE3）の代りにC41（DE3）とC43（DE3）で受容体を発

現させたが、発現量は増加しなかった。大腸菌で使用頻度の低いArg, Ile, Leu, Pro

のコドンに対応するtRNAを過剰発現させるホストBL21（DE3）CodonPlus－RILと

－RPでの受容体の発現を調べた。CodonPlus－RILは効果がなかったが、CodonPlus

－RPは0.10 mg/Lから0.15 mg/Lへと50%ではあるが発現量が増加した。

受容体がＧタンパク質を活性化する機構（Ｇタンパク質αサブユニットからの

GDPの解離を促進させる機構）を研究した。Gi1α分子中に存在するα5ヘリック

スとβ2/β3ループとの間のイオンペアが受容体による構造変化情報をGDP結合

部位へと伝達していることが明らかとなった。受容体分子の中でＧタンパク質と

結合する細胞内第二ループと第三ループとはお互いに相互作用していると考えら

れている。その相互作用を解析する方法を開発するために、リン脂質二重膜中で

ダイマーを形成すると考えられているマガイニン２の脂質二重膜中の立体構造を

TRNOEで解析した。αヘリックスを形成した２つの分子が逆平行に結合している

事が明らかとなった。

　�　その他

コリン作動性神経に特異的に発現している高親和性コリントランスポーターの

クローニングに成功した。線虫及びヒトのゲノム情報を利用したクローニングで、

この方法は他のタンパク質のクローニングにも応用可能と考えられる。
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