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〈要 約〉

　Gタンパク質共役受容体はヒトのゲノムにおいて非常に大きなファミリーを形成している．また，市販の医薬品の作用点の約40％をしめるともいわれており，創薬において重要なターゲットと位置づけられている．数多いGタンパク質共役受容体ファミリーのなかでも，ムスカリン受容体はオルソステリック部位とアロステリック部位とをもつといわれ，おのおのの部位を区別して結合する低分子化合物が報告されている．筆者らは，ヒトのムスカリン性アセチルコリン受容体M2サブタイプのオルソステリック部位にアンタゴニストが結合した複合体のX線結晶構造を解明した．ムスカリンM2受容体の立体構造が明らかになり，抗コリン薬の結合部位の詳細な情報を得ることができた．これらの立体構造の情報をもとに，今後，より効果的で副作用のないサブタイプに選択的な薬の探索および設計が可能になるものと考えられる．

はじめに

　アセチルコリンは世界で最初に神経伝達物質のひとつであることが証明された物質である．アセチルコリンにはニコチン作用とムスカリン作用とが存在することが古くから知られており，おのおのに特異的なアセチルコリン受容体（ニコチン受容体とムスカリン受容体）が同定されている．副交感神経や運動神経の末端から分泌されたアセチルコリンは骨格筋や内臓平滑筋などに存在するアセチルコリン受容体にはたらき，筋収縮を促進するほか副交感神経を刺激し，心拍数の減少，脈拍数の減少，唾液の分泌を促進する．このように，アセチルコリンは基本的な生命現象に深く関与している．とくに，脳内のアセチルコリンのバランスがくずれるとさまざまな疾患が生じる．たとえば，アセチルコリンが減少すると自律神経失調症やアルツハイマー病につながるといわれている．また，パーキンソン病の患者ではアセチルコリンの相対的な増加が認められている．アセチルコリンのムスカリン受容体への結合を遮断することでパーキンソン病の症状が緩和することが知られており，古くから治療薬として使われている．一方で，副作用として統合失調症や認知症の症状を悪化させることも知られている．

　ムスカリン受容体にはM1からM5までの5種類のサブタイプが存在する1)．たとえば，M1受容体は大脳皮質や海馬に多く存在し記憶や学習に関与していると考えられている．また，M2受容体はおもに中枢神経や心臓に分布しその機能を抑制的に制御している．このように，おのおののサブタイプは固有の分布と薬理作用をもっており，構造にもとづいたサブタイプに選択的な創薬が期待されている．

1．Gタンパク質共役受容体のX線結晶構造解析のむずかしい点

　膜タンパク質は市販の医薬品の作用点の50％以上をしめるといわれており，創薬において重要なターゲットと位置づけられている．そのなかでもGタンパク質共役型受容体は創薬の標的として注目されている．“構造にもとづく創薬戦略”によりGタンパク質共役受容体の立体構造を体系的かつ網羅的に解明していくことは，候補化合物を迅速に探索する手法の開発，候補化合物の最適化，副作用の少ない化合物の分子設計につながる．しかし，Gタンパク質共役受容体の構造解析は非常にむずかしく，長いあいだ，その構造は解かれていなかった．その理由として，非常に疎水性領域が多いため（全体の70～80％）界面活性剤で可溶化するとそのほとんどがミセルでおおわれてしまい結晶格子が形成されにくいこと，そして，活性型と不活性型の構造をとりうる柔軟性の高い膜タンパク質であることが考えられていた．

2．X線結晶構造解析に適したGタンパク質共役受容体の生産

　筆者らは2000年から，ヒトをターゲットとしたGタンパク質共役受容体のX線結晶構造解析を目的として結晶化に適した試料の調製を試みてきた．その結果，ヒトGタンパク質共役受容体のうちの3つ，アデノシンA2a受容体，ヒスタミンH1受容体，ムスカリンM2受容体の結晶構造を高分解能で解明することに成功した．アデノシンA2a受容体についてはその立体構造を認識する抗体を作製して抗体との複合体の結晶構造を3.1Åで決定した2)．さらに，ヒスタミンH1受容体についてはリゾチームを融合したうえで脂質キュービック相に結晶化し高分解能（3.1Å）でその構造を解いた3)．今回，ムスカリンM2受容体についても同様な方法を使い分解能3.0Åで結晶構造を決定した．ヒスタミンH1受容体およびアデノシンA2a受容体はメタノール資化酵母を用い発現させたのち精製したが，ムスカリンM2受容体は昆虫細胞を用いて調製した．よい結晶を生産するには，いずれの場合も培地1リットルあたり1 mg以上の生産量が必要となった．Gタンパク質共役受容体の高発現を実現するためには，柔軟性の高いGタンパク質共役受容体を安定化する必要があった．従来は，多くの変異体を地道に作製しそのリガンド結合活性を測定していたが，相同組換え活性の高い出芽酵母を用いC末端にGFPを融合させることにより短時間に安定性を向上させる系を確立した．現在，1カ月で50～100種類以上の変異体をハイスループットでスクリーニングしている．この技術により，まさに“解けるものを解く研究”から“解きたいものを解く研究”が可能になったといえる．

3．ヒトのムスカリン性アセチルコリン受容体M2サブタイプの結晶構造

　Gタンパク質共役受容体ファミリーのなかでも，ムスカリン性アセチルコリン受容体は2つのリガンド結合部位（オルソステリック部位およびアロステリック部位）をかねそなえた特徴的な受容体である．Gタンパク質共役受容体のアロステリック制御についてはじめて報告されたのは比較的最近であり4)，アロステリック部位の立体構造はこれまで明らかにされていなかった．筆者らは，今回，ヒトのムスカリン受容体M2サブタイプのオルソステリック部位にアンタゴニストが結合した複合体の結晶構造を世界ではじめて高分解能（3.0Å）で解くことに成功した（PDB ID：3UON）．その結果，神経伝達物質であるアセチルコリンが結合するオルソステリック部位を構成する19個のアミノ酸残基がアンタゴニストであるキヌクリジニルベンジレートと作用しており（図1），そのうち18個のアミノ酸残基はすべてのムスカリン受容体サブタイプ（M1～M5）において保存されていた．このことより，ムスカリン受容体においてサブタイプに選択的に作用するリガンドの開発が非常にむずかしかったことを原子分解能レベルではじめて証明することができた．一方，アロステリック部位はオルソステリック部位の上部にある比較的広い空洞として細胞の外側に広がっていた（図2）．アロステリック部位を構成するいくつかのアミノ酸残基は，アミノ酸変異実験によりアロステリックリガンドの結合親和性を低下させるアミノ酸残基と一致していた．アロステリック部位にはそれぞれのサブタイプにおいて特徴的なアミノ酸残基が存在していた．したがって，それぞれのサブタイプに特徴的なアミノ酸残基の側鎖とリガンドの官能基とのあいだに相互作用（水素結合など）を生み出すことができ，これはサブタイプに選択的なリガンドの開発につながると考えられた．

おわりに

　筆者らはこれまでに，Gタンパク質共役受容体のひとつであるプロスタノイド受容体のキメラ受容体やアミノ酸変異受容体を作製してリガンド結合部位を同定してきた5,6)．また，生体におけるプロスタノイドの役割を解明するためプロスタノイド受容体ノックアウトマウスに動脈硬化モデルマウスを掛け合わせてダブルノックアウトマウスを作出し，プロスタノイド受容体には動脈硬化の発症や進展を促進させる受容体と抑制させる受容体とがべつべつに存在することを明らかにした7)．このことから，より効果的な治療を行うためには受容体に対する選択性の高いアゴニストやアンタゴニストを探索および開発する必要があった．そこで，おのおののGタンパク質共役受容体に選択的なリガンドをデザインしたいと考え，2000年から，Gタンパク質共役受容体のX線結晶構造解析を試みてきた．構造生物学的なアプローチにより，これまで分子生物学的，生化学的，薬理学的なアプローチでは得ることのできなかった新しい知見を得て創薬や生命現象の理解に供したいと考えている．
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〈図説明〉
図1　ムスカリンM2受容体のX線結晶構造

（a）アンタゴニストの結合したムスカリンM2受容体の全体構造．アンタゴニストであるキヌクリジニルベンジレート（オレンジ色）の結合するオルソステリック部位の上部の比較的広い空洞にアロステリック部位は存在した．

（b）オルソステリック部位の拡大．キヌクリジニルベンジレート（オレンジ色）はAsp残基（D103）と塩橋を形成し，Asn残基（N404）と水素結合をしていた．
図2　ムスカリンM2受容体のアロステリック部位

（a）アンタゴニストであるキヌクリジニルベンジレート（オレンジ色）の結合するオルソステリック部位の上部にアロステリック部位が存在した．アミノ酸残基変異実験によりアロステリックリガンドの結合親和性を低下させるアミノ酸残基と，アロステリックリガンドの結合に関与するアミノ酸残基（黄色）とは一致した．

（b）アロステリック部位にはムスカリンM3受容体とは異なるアミノ酸残基（緑色）が多く存在した．
