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ionicchannel. St.ructure-functionrelatlionshipsofthenicotinicAChRhavetx･enstudied

by analysing thefunct･ionalpro叩rtiesofrecept･orsofdi恥rentsubunit-compositions

produced byexpressionoft･hecorrespondingcl)NAsand t-hoseofnut-antreceptors

producedbyexpressionofthecI)NAsalt･erpdbysite-directedmutagenesis･ Forex-

ample,thesingle-chとlnnelpropert､iesofbovinenicot･inicAChRsofdi恥rrentsubunit

coI11pOSit･ions,inconjunctionwitht･hedevelopmentalchangesobservedint･hemuscular

coot.ent･softhesubunitlnltNAs,suggestthatreplacelllentOfther-subunitbytheE-

subunitisresponsibleforthefunctionalalterationofthenicotinicach代duringITltlSCIp

development FurtherInOre,functionalanalysisofnicotinicAChR mutノantSgeneratedby

site-direct.edmutagenesisindicatestJlatthreeclustersofnegativelychargedandgluta一
mineresiduesneighbouringthehydrophobicsegmentll:I2ofthe(r-,,3-,rand∂一Sub-
units,probablyrorT一一ingthethreeallionicrings,arell-ajordetert一一inant･snrtherate(-∫

iontransportthroughthechannel.

TIlellltlSCarinicAChR Illediatesavarietyofcellularresponsesthroughtheact･ion

ofguaninenucleot･ide-binding regulat･ory proteins. Theexist･enceand theprimary

structuresofmultiple 1.nuSCarinic AChR specieshavetxPen revealed bycloningand

sequenceanalysisofthecDNAs. Theant.agonist･-bindingpropert-iesoftheindividual
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diirerentialtissuelocationofthemRNAsencodingthem, indicate th a t the m usca r in ic

AChR heterogeneityint･issueswithrespecttoantagonist bind ing can be ac coun ted f o r
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byt-hepresenceorindividualmol∝ ularlydistinctmuscarinicAChRspeciesorvarious

conlbinationsortheIll. Theagonist-induced responsesinNG108-15neuroblastoma一

glioma hybridcellsandXenopuso∝ytesexpressing theindividualmuscarinicAChR

speciesprovideevidencethatthemolecularly defined muscarinicAChR subtypesare

selectivelycoupledwithdiirerenteffectorsystems,albeitnotexclusively.

Keywords:Nieotinieaeetylcholinereceptor.Muscarinieacetyleholinereeeptor,

Ionicchannel,Subtype
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神経伝達物質受容体はシナ｢7小スでの情報伝達に中心的

役割を担っている膜蛋白であり.その構造,機能及び調

節機構の解明は脳 ･神経系の理解に必須である.我々は,

代表的な神経伝達物質受容体であるここL+ン性ならびに

ムスカr)ン性アセチル;=]リン受容体に-.)いて, rJローン

化した cr)NA から頗能を有する受容体を発現させる系

を開発 し,さLT)に er)NAのsit.edireetedmutagelleSis

により種々の変異を受'}8体に導入し, これ吊,T)cl)NA

より発現させた受容体の機能を電気生理学的.薬理学的

な1､-'ぴに生化学的に解析することにより.-Tl･_+ル:tり

ン受容体LJ)構造｡!二繊維の関係を分子しべ/L･で追求 してき

た.これl､-の研究札 従来個別に進めL--わてきた脳 ･神

経系L7)生化学,生坪学,准冊竿など'J)諸分野を統合して

総合的に脳 ･神経系を研究する道を開くことにな-.､た.

的役割を果す神経伝達物質受'}#体の典型であ･r-).ここI+

ン性とムスカりン性に大別される.二二卜ナン性7-t∵T′し

であり.細胞膜L])仁i-ン透過性を直接調節するこし畑こよ

りン性-r'七-T-ノL:-i))ン受容体は GTP結合性制御蛋白

(G蛋白)をTrして情報を伝達 し. †ノニト-ILlJン脂

チャソネル開閉の調節などの作周を通 じて中枢神経細胞

(Tl興奮,心的収縮しり抑制,平滑筋収縮LJ)f足進,外分泌腺

の分泌促進を始め多様な生理槻能を示す,凍研究の目的

は,ニコチソ性アセチル37)ソ受容体チャソネルをこよる

イオソ透過調節の分子磯磯を明らかにすることなちびをこ

ムーく1)[)ンtt:A.ll'-t∵f-,しこIりン受容体L')機能的多様性Lf)/I)

子的基盤を明Lt)かにすることである.

ニコチソ性アセチルヨリソ受容体のα, 声, rおよび

(5サブユニt･)卜cII)NAの invitl･O転写Cこより調製 し

た mRNA をアフリカツメガエ ル卵母細胞において翻

ムスカl)ン性アセチルコリン守谷[本,

訳させることにより,本受容体の四種類のサブユニ･､ノト

を可能な全ての組み合わせで発現させ,これらの磯能を

電気生理学的および二日ヒ学的に解析 した結果,αサブIl

ニヅトが㌻サブユニットまたは∂サブユニットと蔽み合

わさることが有効なTこ'(二一人卜結合部位L')形成に必要で

あることおよび審受容体は勘 ㌻, ∂サブユニットのい

た.

またrL7シ骨格筋-J'-t･_寸,しこZ=ン受容体tT15番トト7十叶ブ

ニI.二･ソトを LIDN/Jl(]')･'′t.トーニングによ;)発見し, eサ

ー)'二1-ニt.J卜上命名した.5穐枚(,')サブ=-:L二･ソトを卵母細

2梗概の′受容体が生成し.∴万がn∴ jS.1日 ､;よびL卜り-

ブニ7二二Lソトより成 り,他方が(Y. √弓. E二fjr上び(トト/二~7･

の性質を隼胎児骨格筋の非シナプス塾受容体および成牛

骨格筋のシナプス塾受容体の性質と比較するとともに骨

格筋の発生過程における5穫額のサブユニットmRNA

の変動を調べることをこより,神経支配をこ伴って起こるニ

コチソ性アセチルコTjソ受容体の機能的変化は㌢サブユ

ニットからgサブユニットへの切 り換えをこ基づくことが

明三､-かLL_な一･､た.

さ吊こcl)NAの改変上発現によりここL+I.:性｢Y七一イー

･しこLりン受容体rtサ-/L=1二 ･リhLll疎水性領域 Ml.九･13.

M3,M4のそれぞれを他の挟蛋臣の疎水性膜質通儀域

で匿換 し,これらの変異が受容体機能に及ぼす影響を解

析 した練乳 M嶺領域は勉の異なるア ミj酸配列を有す

る疎水性膜質通蘭域で機能的をこ代替され得るのをこ対し ML
M2および M3慣域はその機能的役割を果すために疎

水性のみでは不十分であることが明らかとなった.また,

cr)NAの site-diI･LIL,tedlllutagL,neSisによ･Ll透過 †オ

ソをこ直接影響を与えると考えられる推定膜貫通領域近傍
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の荷電アミノ酸残基に点変異を導入しナこれらの変異が

単 ･キャンネ′しこLンダウタンスに及Lft'す影響を cI)NA

の発現系とパッチクランプ法を周いて解析した.その結

果,疎水性領域 M2近傍の三箇所の負電荷を有するア

ミノ酸残基を,電荷を持たないアミノ酸残姦あるいは正

電荷を有するアミノ酸残基に置換した場合をこ,イオソ逮

過速度が大きく減少し,またその膜電位依存性が変化す

ることを見い出した.さらに,膜の外側あるいは内側をこ

添加した M藍2+の阻害効果を解析することにより,忠

記三箇所のアミノ酸残基の細胞膜をこ対する位置関係を検

定した,これらの結果から,各サブユニットの疎水性領

域 M2近傍の負電荷を有するアミノ酸残基およびグル

タミソ残基が三つの環状構造を形成して,アセチルコリ

ン受容体チャンネルのイオソ逮過速度を制御しているこ

とおよびこれらの環状構造と疎水性頗域 M2がイオン

チャソネルの内壁を形成していることが明らかとなった.

cDNA のタロ-エソダによりムスカリン性ア也テル

コリソ受容体には一次構造を異にするサブタイプが複数

個存在することを示した.さらに,クローソ化したcDNA

および遺伝子から四種叛のムスカリソ性アセチルコリン

受容体サブタイプ (mAChRトⅠⅤ)をそれぞれアフリカ

･ソJJI_T-rL･卵母細胞なにびiこ nL,uI･OblこlStOnl;1-i,liomこl

雑種細胞 NG108…15に発現させ,これらの細胞のア

ゴニストに対する応答ならびに発現させた各サブタイプ

の薬理学的性質を解析することにより,ムスカリソ性ア

セチルコリソ受容体のサブタイプが別個の遺伝子魔物で

あること,これらのサブタイプが組織分布を鼎にし,ま
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たそれぞれが特有のアンタゴニスト結合特性を有するこ

子的基盤となっていること,さらをこ本受容体サブタイプ

が異なる効果器と選択的に共役することが明らかとなっ

た.また.脊椎動物神経細胞のムてカりソ性恥奮CこはM

電流の抑制を介してサブ々(1 mACIdil上 mAChRlll

が関与していることが示唆さわた. さ吊こ 111AC･hRI

と mAChRllとの間のキメラ受容体を作製し,これら

を~,I-フりカ.ソメガエ′し卵 母細胞に発現させ,一,I-t･_+JL･:i

りンi二村する細胞応答を解析した.そ(1)結果,疎水性箱

域Vと VIと間の僚域がムスカリソ後ア恕テルコリン

受容体サブタイプの効果器との選択的紫綬をこ関与してい

ることが明らかとなった.

最近,GABAA受容体,グリシン受容体およびグル

タミソ酸受容体のサブユニットの一次構造が欽定された

結果,これら一群の神経伝達物質依存性イオソチャソネ

ルは基寒構造においてニコチソ性アセチルコリソ受容体

をこ類似していることが示された.またムスカリソ捜ア史

テルコリソ受容体の基本構造は,ロドプシソ,アドレナ

リソ受容体,セロトニソ受容体,サブスタソスK受容体,

アソジオテソシソ受容体などのG蛋白を介して情報を転

達する受容体のそれに額似していることが明らかとなっ

た.したがって,神経伝達物質受容体はその構造と磯能

から二つの大きなファミリ-に分探され ニコチソ性お

よびムスカリソ性アセチルコリン受容体の構造と磯能に

関する知見は,広く二群の神経伝達物質受容体の構造と

磯健に普遍化し得るものと考えられる.


