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緒言

オピオイド受容体はモルヒネなどの麻薬性鎮痛薬やエンケファリン、 /3-エンドルフイ

ン、ダイノルフインなどの内因性オビオイドペプチドが結合する受容体であり、薬理学

的特性の違いにより μ、δおよびκの3種類のタイプに分類されている。オピオイドリ

ガンドにはこれら全てのタイプに結合するリガンドが存在する一方で、それぞれのタイ

プに選択的に作用するリガンドもいくつか存在し、それらを用いて各タイプの生理的な

役割の違いについての研究がなされている。しかし、そのような受容体タイプ選択的リ

ガンドは、実際にはまだ鎮痛薬としては用いられていない。

1992年にNG108-15細胞から δオピオイド受容体がクローニングされたのを皮切りに、

様々な動物種において、各タイプの受容体cDNAが単離され、タンパク質の一次構造が

明らかとなった。その結果、 μ、δおよびκオピオイド受容体聞のアミノ酸配列は約60

%と高い相同性を示すことが明らかとなった。その中でも特に、膜貫通部位 (73-76%)

および細胞内ループ (64-67%)では高い相向性を示すが、細胞外ループの相向性は低く

(34-40%)、受容体タイプ選択的リガンドは、このような細胞外ループの違いを認識して

受容体間の識別を行っている可能性が示唆されている。しかし、受容体タイプ選択的リ

ガンドによる受容体問識別の詳細な分子メカニズムは明らかになっていない D この識別

メカニズムを明らかにすることは、新たな受容体タイプ選択的リガンドの創製に有用な

基礎的知見となるのではないかと考えられる。そこで、著者は代表的なμオピオイド受

容体選択的リガンドであるDAMGOによる μオピオイド受容体と κオピオイド受容体間

の識別メカニズムについて、キメラ受容体および点変異受容体を用いた検討を行った。

一方、オピオイド受容体cDNAの単離と同時期に、オピオイド受容体と約60%と高い

アミノ酸配列の相向性を示すものの、ほとんどのオビオイドリガンドと結合しないオー

ファン受容体の cDNAも同定された。後にこのオーファン受容体の内在性リガンドとし

て単離されたのが、ノシセプチン/オルファニンFQ(本論文中ではノシセプチンという

名称を用いる)であり、このオーファン受容体はノシセプチン受容体と呼ばれるように

なった。ノシセプチンは 17アミノ酸残基からなるペプチドでありダイノルフィンAと類

似した構造であるにも拘わらず、オビオイド受容体各タイプには結合性を示さず、さら

に痛覚に対する効果も投与部位あるいは用量によって鎮痛作用と痛覚過敏惹起作用とい

う相反する作用を示すことが報告されている。ノシセプチン系の生体内における役割に

ついては、受容体ノックアウトマウスなどを用いた研究が進み始めてはいるが、未だ不

明な点が多く、その詳細な解明にはノシセプチン受容体に特異的に結合するアゴニスト

およびアンタゴニストが必要である。そこで、著者はノシセプチン受容体特異的リガン



ド創製に有用な知見を得るため、ノシセプチン受容体とオピオイド受容体のキメラ受容

体、および変異型ノシセプチン受容体を作製することにより、オピオイドリガンドがノ

シセプチン受容体に結合しない原因となっているアミノ酸残基の同定を試みた。また、ノ

シセプチン受容体を安定的に発現するCHO細胞を用いて、数種の非ペプチド性オピオイ

ドリガンドについて、ノシセプチン受容体に対するアゴニストおよびアンタゴニスト活

性を検討し、ノシセプチン受容体特異的非ペプチド性リガンド創製のシード化合物とな

りうるリガンドの探索を行った。以下、それらの知見について3章に分け論述する。

なお、本文中あるいは表中で使用した略号またはコード番号は以下の通りである。

cAルlP:

cDNA: 

CHO: 

COS-7: 

CTOP: 

DAMGO: 

D EAE-dcxtran: 

DME恥1:

DPDPE: 

HBS: 

HEPES: 

IBMX: 

PBS: 

PCR: 

R下PCR:

SNC-80: 

TAN-67: 

TCA: 

TRK-820: 

U69，593: 

cyclic adenosine monophosphate 

complementary DNA 

Chinese hamster ov訂y

CV-l Origin， SV 40 

D-Pen-Cys-Tyr-D-T中ーOm-Thr-Pen田Thr-NH2

[D-Ala2-N-MePhe4-Gly-oJ5]enkephalin 

diethylaminoethyl dextran 

Dulbecco's modified Eagle's medium 

[D-Pen乙D-Pen5]enkephalin 

HEPES-buffered saline 

4-(2-hydroxyethy 1)-1・piperazineethanesulfonicacid 

3-isobuthyl-1-methylxanthine 

phosphate buffered saline 

polymerase chain reaction 

reverse transcription-polymerase chain reaction 

(+)・4咽[(αR)-α-((2S，5R)・4-allyl-2，5・dimethyl-1・piperazinyl)-3-

methoxybenzy 1 ]-N，N-diethy lbenzarnide 

2・metyト4aαー(3・hydroxyphenyl)-1，2，3，4，4a，5， 12， 12aα-octahydro-

quinolino[2，3，3-g ]isoquinoline 

trichloroacetic acid 

17 -cyclopropy lmethy 1-3， 14s-dihydrox y -4 ，5α-epoxy-6s-[N-methyl-

trans・子(3-furyl)acrylamido]morphinan

(+)ー(5a，7a，8b)-N-methyl-N-[7 -( l-pyrrolidinyl)・l-oxaspino-(4，5)dec・

8・Y1 ]benzeneacetamide 
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μオピオイド受容体選択的リガンド DAMGOによる

μ/κ オピオイド受容体間識別に関与するアミノ酸残基

1992年にマウス Sオピオイド受容体のcDNAが初めてクローニングされ[1、2]、それに

引き続きヒトあるいはラットなどにおいても μ、6およびκオビオイド受容体のcDNAが

相次いでクローニングされ[3-11]、各受容体の一次構造が解明された。その結果、いずれ

のオピオイド受容体も Gタンパク質共役型受容体に共通に見られる 7回膜貫通型の構造

をとっていることが明らかとなった。オビオイド受容体はその受容体タイプ間で約60%

と高いアミノ酸配列の相向性を示しているが、それぞれのタイプのみに選択的に結合す

るリガンドがいくつか存在する。このようなタイプ選択的リガンドの受容体結合選択性

と受容体構造の関係を明らかにすることは、新たなタイプ選択的リガンド創製に有用な

知見を与えると考えられる。これまで当研究室が行ってきた研究により、 μオピオイド

受容体選択的リガンドである DAMGOによる μ/δ受容体問識別が第2膜貫通部位と第

l細胞外ループの境界領域に存在する 1アミノ酸残基の違いにより行われていることが

明らかになっている(図 1-1A) [12、13]。一方、 μ/κ受容体間識別に関しては第 2細胞

外ループと第5膜貫通部位の境界領域に存在する制限酵素BglII認識部位よりも C末端側

の受容体領域が重要であることまでしか分かっていない(図 1-1B) [14]。本章では、さら

に数種のキメラ受容体および変異型受容体を作製することによって、DAMGOによる μ/

κ受容体問識別に関与するアミノ酸残基の同定を試みた。

実験方法

1.試薬

DAMGO、デルモルフィン (dermoポun)、CTOP(Peninsula Laboratories， Bermont， USA)、

メチオニンエンケファリン (Met-enkephalin，ペプチド研究所、箕面)、モルヒネ (morphine，

武田薬品工業、大阪)、ナロキソン (naloxone，Sigma Chemical， St. Louis， USA)、[3H]ブレ

マゾシン (bremazocine)、[3H]DAMGO、[3H]U69，593(DuPont-New England Nuclear， 

Wilmington， USA) を購入した。 U69，593はUpjhon(Kalamazoo， USA)、フエンタニル

(fentanyl)は三共(東京)から供与していただいた。

3 



A 

B 

DAMGO仙/0)

μNl27 

o Kl08 

EXTRA-
CELLULAR 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA・
CELLULAR 

EXTRA-
CELLULAR 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA・
CELLULAR 

図 1-1 ラット μオピオイド受容体の推定構造

黒丸で示したアミノ酸はラ y トδ受存体 (A) あるいはラット κ受容体 (B) と

向、ーのアミノ酸残基であることを示している。 Aの図中には DAMGOによる

μ/δ 受容体問識別に関与するアミノ酸残基を示している。 Bの図中にはキメラ

受存体作製に用いた制限酵素認識部位を示している
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2. キメラおよび変異型受容体cDNAの作製

ラット μおよびκ受容体cDNAはMinamiらがクローニングしたものを用いた[3、4]0

μ/κ キメラ受容体cDNAはラット μ受容体cDNAとラット κ受容体cDNAを基にして、

第3細胞内ループに存在する制限酵素Ban11認識部位 (Ban11部位)と第3細胞外ループ

と第7膜貫通部位に存在する 2カ所の制限酵素PvuII認識部位(本論文中ではN末端側

から順にそれぞれPvu11-1部位およびPvu11-2部位と呼ぶことにする)を用いて作製した

(図ト1B) 0 Pvu 11-1部位と Pvu11-2部位はそれぞれμ受容体およびκ受容体には存在し

ていないので点変異導入によりそれぞれの対応する位置に制限酵素認識部位を導入した。

この点変異導入によるアミノ酸配列の変化はキメラ受容体作成の後に再び点変異を導入

することによって、元に戻した。変異型受容体cDNAの作製は目的の塩基配列を有する

プライマーとTransformerSite-Directed Mutagenesis Kit (2nd version) (CLONTECH， Palo Alto， 

USA) を用いて行った。作製したキメラあるいは変異型受容体cDNAは適当な制限酵素

で切断して発現ベクター pcDNA3(Invitrogen， Car!sbad， USA)に組み込んだ。キメラおよ

び変異型受容体cDNAはThermoSequenase II Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 

(Amersham Pharmacia Biotech， Uppsala， Sweden)を用いたシークエンシングによって確認

した。

3. COS-7細胞への受容体cDNAのトランスフェクション

野生型、キメラおよび変異型受容体cDNAを含むプラスミドDNAは、 DEAE-dextran法

によって以下のようにトランスフェクションした。まず、 COS-7細胞を 150mm dishに1

X 106 cells/dishの密度でまき、 12-20時間 370C、5%炭酸ガス培養器中で培養した。培養

は 10%ウシ胎児血清を含む DMEM中で行った。 PBSで洗浄した後、 transfectionsolution 

(プラスミドDNA40μg、50mM  Tris (pH 7.4)、 100mMクロロキン、 0.05%DEAE-dextran 

を含むDMEM)で370C、4時間インキュベートした。その後、 10%DMSO/pBSで370C、

2分間インキュベートし、 PBSで洗浄後、 65時間の培養を行った。

4. CHO細胞への受容体cDNAのトランスフェクション

CHO細胞は 10%ウシ胎児血清、 50U/mlペニシリン、 50μg/ml硫酸ストレプトマイシ

ンを含むハムF12培地で370C、5%炭骸ガス培養器中で培養した。野生型および変異型受

容体cDNAを含むプラスミドをリポフェクチン法 (GibcoBRL，Gaithersburg， USA)により

CHO細胞にトランスフェクションした。 500μg/mlのG418(GibcoBRL)存在下で培養し、

生存するコロニーのうち[3H]ブレマゾシン (DuPont-NewEngland Nuclear， Wilmington， USA) 

を用いた結合実験により各受容体を高レベルで発現しているクローン細胞を選別した。そ

れぞれの受容体の発現はノーザンプロット法にて確認した。

5 



5.受容体結合実験

トランスフェクション終了後のCOS-7細胞あるいはトランスフェクションした受容体

を安定的に発現したCHO細胞を回収し、 Tris緩衝液 (50mM Tris (pH 7.4)、 10mM MgCb、

1 mM EDTA)中でホモジナイズした。 30，000gで20分間遠心した後、ペレットを緩衝液

に懸濁しこれを粗膜標品として結合実験に使用した。標識リガンド 10μl、非標識リガン

ド10μl、粗膜標品80μlを混合し、 250C、1時間インキユベートした後、氷冷したTris緩

衝液1mlで、反応を停止しt:.oこれを0.1%ポリエチレンイミンに浸したWhatmanGF/Cフィ

ルターで漣過し、 Tris緩衝液で洗浄した後、フィルターを 5mlのクリアゾル1(ナカライ

テスク、京都)に入れ、液体シンチレーションカウンターでその放射活性を測定した。

飽和結合実験には、種々の濃度の標識リガンドとそれぞれの非標識リガンド 10μMを

JHいた。競合結合実験には、一定濃度の[3H]DAMGO、[3H]U69，593(DuPont-New England 

NucJear， Wilmington， USA)と種々の濃度の非標識リガンドを用い、非特異的結合は10μM

のDAMGOあるいはU69，593の存在下で求めた。データは3から7回の実験結果の平均値

±標準誤差で表している。

6.細胞内cAMP量の定量

トランスフェクションした受容体を安定的に発現する CHO細胞を 1X 105 cells/wellの

密度で24穴マルチウェルプレートに播種し、 12・24時間培養した。 1ウェル当たり 0.5ml 

のHBS(140 mM NaCl、4.7mM KCl、2.2mMCaCh、1.2mM MgCh、1.2mM  KH2P04、11

mM Glucose、15mM HEPES、pH7.4)で l回洗浄後、 0.45mlの 1mMIBMXを含むHBS

中で370C、10分間プレインキュベートした。反応は種々の濃度のオピオイドリガンド、

100μMフォルスコリン (forskolin，最終濃度 10μM)、1mMIBMXを含むHBS50μlを加

えて開始した。 370C、10分間インキュベートした後、氷冷した0.5mlの10%TCAを添加

して反応を停止した。 cAMPを抽出後、 cAMPassay kit (Amersham Pharmacia Biotech， 

Uppsala， Sweden)を用い、ラジオイムノアッセイで定量した。データは3から 5回の実験

結果の平均値±標準誤差で表している。

6. データ解析

受容体結合実験における標識リガンドの解離定数 (Kd) は、標識リガンドの飽和結合

実験の結果をScatchard解析することにより算出した口各オピオイドリガンドの阻害定数

(KJ は、標識リガンドの Kd値と標識リガンドの結合を 50%置換するために必要な濃度

(IC5o)から、 Cheng& Prusoffの式により計算した[15]0cAMPアッセイにおける各オピオ

イドリガンドの IC50値はフォルスコリンにより誘発される cAMP蓄積の最大抑制効果の

50%を発現するのに必要な濃度として計算した。
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実験結果

μ/κ キメラ受容体に対する DAMGOの結合特性第一節

代表的なμ受容体選択的リガンドである DAMGOのμおよびκ受容体に対する親和性

飽和結COS-7細胞にμおよびκ受容体をトランスフェクシヨンし、を確認するために、

合実験を行った(図ト2)oPH]DAMGOはμ受容体に対しては非常に高い親和性で結合し

κ受容体にはほとんど結合しなかった。
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COS-7細胞の膜画分に対する[3H]DAMGOの飽和結合実験と Scatchardプロット

キメラ受容体モデルでは、 μ受容体に由来する部分を黒、 κ受容体に由来する部

分を灰色で示している。
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続いて、 BglII部位より C末端側に存在する制限酵素認識部位のうち、まず、第3細胞

μ受容体の Ban11部位よりも C末端側を K受内ループに存在する Ban11部位を用いて、

容体に置換したキメラ受容体μ(BanII)κ とそのミラーイメージである κ(BanII)μ を作製

して、[3H]DAMGOの飽和結合実験を行った。図1-3上段にその結果を示す。[3H]DAMGOは

μ(Ban 11)κ にはほとんど結合しなかったが、 K(Ban II)μ にはμ受容体と同程度の高親和

さらに、第 7膜貫通部位に存在する PvuII-2部(Kd = 4.4 + 1.2 nM) 0 性の結合を示した

位を用いて作製した 2種のキメラ受容体μ(PvuII-2)κおよびκ(Pvu11・2)μ について[3H]

μ受容体の PvuII-2部位から C末端(図 1-3下段)、DAMGOの結合実験を行ったところ

(Kd = 側を κ受容体に置換したキメラ受容体μ(Pvu11-2)κへの親和性は高かったものの

κ(Pvu II・2)μ へはほとんど結合しなかった。以上の結果より、 DAMGO1.1 + 0.2 nM)、

による μ/κ受容体間識別には、第3細胞内ループのBanII部位と第 7膜貫通部位のPvu

II-2部位の間の受容体領域が重要であることが示唆される。

さらに、第3細胞外ループの中程に存在するPvuII-1部位を用いて 2種のキメラ受容体

この

結果を図1-4に示す。しかしながら、[3H]DAMGOはこの両受容体に対して高親和性の結合

μ(Pvu 11-1)κ 
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対する[3H]DAMGOの飽和結合実験と Scatchardプロット

キメラ受容体モデルでは、 μ受容体に由来する部分を黒、 κ受容体に由来する部

分を灰色で示している。
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は示さなかった。なお、表1-1に示すように、この両キメラ受容体に対し、非選択的オピ

オイドリガンドである[3H]ブレマゾシンは高親和性の結合を示したことにより、受容体の

発現および高次構造形成には問題がないと考えられる。この結果は、DAMGOによるμ/

κ受容体間識別に重要な領域が第3細胞内ルーフ。のBanII部位と第3細胞外ルーフ。のPvu

II-I部位との聞の領域と、第3細胞外ループの Pvu11-1部位と第 7膜貫通部位の Pvu11-2 

部位との問の領域に少なくとも 1カ所ずつ存在することを示すものである。

表 1-1 野生型μ、κ受容体および戸/κ キメラ受容体を発現する COS-7細胞の

膜画分に対する[3H]DAMGOと[3H]ブレマゾシンの Kd値 (nM)

N.D. :低親和性のため、 Kd値を求められなかったことを示す。

臨 ゴ
μ K μ(Ban II)K K(Ban 11)μ 

(3H]DAMGO 3.5 :t0.8 N.D. N.D. 4.7 :t 1.2 

(3H]Bremazocine 2.7:t0.2 3.1 :t0.4 3.9 :t0.5 7.6 :t0.4 

踊 踊 ゴ
μ(pvu 11・2)K K(PVU 11・2)μ μ(Pvu 11・I)K K(PVU 11・1)μ

(3H]DAMGO 1.1 :t 0.1 N.D. N.D. N.D. 

[3H]Bremazocine 7.9:t 0.6 6.9 :t0.9 3.4 :t0.5 9.9:t 1.1 

ハU



第二節 DAMGOによる μ/κ受容体問識別に関与するアミノ酸残基の同定

第一節の結果からDAMGOによるμ/κ 受容体間識別は2カ所以上の受容体領域が関

与していることが明らかとなった O そこで、まずBanII部位からPvuII-l部位の聞の領域

において重要なアミノ酸残基の同定を行うために、点変異導入法によりアミノ酸残基を

置換した変異型受容体を用いて結合実験を行った。凶 1-5に示すように、 Ban11部位から

Pvu II-l部位の間の領域でμ/κ受容体問で異なるアミノ酸残基は16残基存在するが、こ

のうち、第6膜貫通部位と第3細胞外ループの境界領域に存在する κ受容体の297番目の

グルタミン酸残基は、 κ受容体選択的アンタゴニストであるノルビナルトルフイミン

(norbinaltorphimine)や κ受容体選択的アゴ、ニストであるTRK-820の選択的結合に重要で

あることが報告されているため[16-18]、この残基に注目し、キメラ受容体 K(Pvu II-l)μ 

において、このグルタミン酸残基をμ受容体の対応する位置に存在するリジン残基に置

換した変異型受容体 K(Pvu 11-1)μ(E297K)を作製し、[3H]DAMGOの結合実験を行った(図

1-6)口その結果、 κ(Pvull-l)μ とは異なり、[3H]DAMGOはκ(PvuII-l)μ(E297K)に対して

高親和性の結合を示し、そのKd値は 11+ 2.7 nMであった。このことから、 BanII部位

からPvuII-l部位の間の領域では κ受容体の297番目のグルタミン酸残基と μ受容体の対

Pvu I卜1

図1-5 ラット κオピオイド受容体の第3細胞外ループ周辺のアミノ酸残基

黒丸はラット μ受容体と保存されているアミノ酸残基を示している。アルフア

ベットの書かれた白丸は本研究中で変異を行ったアミノ酸残基である。ループの

内側にそのアミノ酸残基の番号を、外側にμ受容体の対応する位置に存在するア

ミノ酸残基を示している。
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[3H]DAMGOの飽和結合実験と Scatchardプロット

キメラ受容体モデルでは、 μ受容体に由来する部分を黒、 κ受容体に由来する部

分を灰色で示している。

応する位置に存在する 303番目のリジン残基の違いがDAMGOによる μ/κ受容体問識

別に関与することが示唆される。なお、 κ受容体において297番目のグルタミン酸残基の

リジン残基への置換のみを行った変異型受容体κ(E297K)に対しては、PH]DAMGOはほと

んど結合しなかった (表 1-2)。

続いて、 PvuIl-l ii[)位から PvuII・2部位の間の領域で重要なアミノ酸残基の検討を行っ

たO この結果は表1-2にまとめて示す。この第3細胞外ループと第7膜貫通部位にかけて

の領域において、 μ/κ受容体間では 5つのアミノ酸残基の相違が見られる(図ト5)。そ

こで、このうち最も C末端側に存在するアミノ酸残基である κ受容体の313番目のチロシ

ン残基からN末端方向に順にμ受容体の対応する位置に存在するアミノ酸残基への変異

をκ受容体の297番目のグルタミン酸残基からリジン残基への置換と組み合わせた変異型

受容体を作製し、[3H]DAMGOの結合実験を行った。 IC受容体の297番目のグルタミン酸

残基からリジン残基への置換に加えて、313番目のチロシン残基をμ受容体の対応する位

置に存在するヒスチジン残基に置換した変異型受容体κ(E297K+Y313H)、およびさらに

312香目のチロシン残基も μ受容体の対応する位置に存在するトリプトファン残基に置換

した変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W)に対しては[3H]DAMGOの親和性は低く、 Kd

値は求められなかった。それに対し、さらに310番目のセリン残基も μ受容体の対応する

位置に存在するパリン残基に置換した変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+S31OV)に

対しては、[3H]DAMGOは高親和性の結合を示した (Kd= 8.7士1.2nM) 0 さらに309番目

のロイシン残基も μ受容体の対応する位置に存在するトレオニン残基に置換した変異型

受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+S31OV+L309T)に対しても[3H]DAMGOは高親和性の結

合を示した (Kd = 17士1.7nM)が、 κ(E297K+ Y313H+ Y312W+S310V)と比べて、 さら

12 



表 1-2 変異型κ受容体を発現するCOS-7細胞の膜画分に対する[3HDAMGOと[3H]ブレマ

ゾシンの Kd値 (nM)

図中の斜線の丸は対応する μ受容体のアミノ酸残基に置換されたアミノ酸残基を、

斜線はPvu11-)部位を示している。 N.D.:低親和性のため、 Kd値を求められな

かったことを示す口

K(E297K) K(E297K+Y313H) K(E297K+Y313H 

+Y312W) 

[3H]DAMGO N.D. 

3.9::!:: 0.3 

N.D. 

8.9::!:: 1.5 

N.D. 

2.1::!:: 0.9 [3H]bremazocine 

K(E297K+ Y313H 

+Y312W+S310V) 

K(E297K+ Y313H 
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[3H]bremazocine 

K(E297K+ Y312W) K(E297K+ Y312W 

+S310V) 

K(E297K+ Y313H 

+S310V) 

[3H]DA九fGO N.D. 

2.6::!:: 0.4 

N.D. 

5.6::!:: 0.4 

45 ::!:: 9.5 

12 ::!:: 0.8 [3H]bremazocine 
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なる親和性の上昇は見られなかった。次に、 PvuII-l部位から PvuIl-2部位の聞の領域で

これら 3アミノ酸残基のすべての置換が[3H]DAMGOは高親和性の結合に必要であるかを

検討するために、 3つのうち 1つあるいは2つのアミノ酸残基を置換した変異型受容体

をさらに4つ作製したところ(表ト2)、κ(E297K+S31 OV)、κ(E297K+ Y312W)およびκ

(E297K+ Y312W+S310V)では[3H]DAMGOの高親和性の結合は見られなかったが、 K

(E297K+ Y313H+S31OV)に対しては、[3H]DAMGOは比較的高親和性の結合を示した (Kd=

45士9.5nM) 0 しかしながら、この親和性は変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+ 

S310V)に対する親和性に比べると約5.2倍低いものであった。この結果は、 κ受容体の

297番目のグルタミン酸残基、 310番目のセリン残基および313番目のチロシン残基の置

換により DAMGOは A応結合できるが、その親和性は低く、 DAMGOの高親和性の結合

にはさらに312番目のチロシン残基の変異も必要であることを示すものである。以上の結

果より、 Pvu11-1部位から Pvu11-2部位の聞の領域では κ受容体の297番目のグルタミン

酸残基、 310番目のセリン残基、 312番目のチロシン残基および313番目のチロシン残基

と、 μ受容体のそれぞれ対応する位置に存在する 303番目のリジン残基、 316番目のパリ

ン残基、 318番目のトリプトファン残基および319番目のヒスチジン残基の違いが

DAMGOによる μ/κ受容体問識別に重要であることが示唆される。(図ト7)。

DAMGO(u!K) 
μI(103， y316， w318， H319 

EXTRA-
CELLULAR 

BOUNDARY 
REGION 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA-
CELLULAR 

図1・7 μ受容体における DAMGOによる μ/κ受容体間識別に関与するアミノ酸残基

!~.~九で示したアミノ酸は κ 受容体と同ーのアミノ酸残基であることを示している。
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第三節 変異型受容体κ(E297K+Y313H+Y312W+S31 OV)に対するDAMGOのアゴニス卜

活性

野生型のμ受容体、 κ受容体および変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+S310V)を

安定的に発現するCHO細胞を樹立し、これらの細胞に対するDAMGOのアゴニスト活性

をフオルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積に対する抑制作用を指標に検討した。野生型μ

受容体を発現するCHO細胞ではDAMGOはフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積を用量

依存的に抑制した (IC50 = 3.0 + 0.6 nM)が、野生型 κ受容体発現する CHO細胞では

DAMGOはフオルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積の抑制作用は弱いものであった (IC50>

3000 nM)。それに対して、変異型受容体κ(E297K+ Y313H+ Y312W +S31 OV)発現する CHO

細胞では、野生型μ受容体の時と同様にDAMGOはフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄

積を濃度依存的に抑制し、その IC50値は 36+ 11 nMであった (図 1-8A) 0 また、 この

変異型受容体を発現する CHO細胞においては κ受容体受容体選択的アゴニストである

U69，593によってもフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積が濃度依存的に抑制され、その

IC50値は41士 10nMであった(図 1-8B) 0 
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およびU69，593(8) による抑制
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第四節変異型受容体κ(E297K+Y313H+Y312W+S31 OV)に対する各種オピオイドリガン

ドの親和性

この変異型受容体に対して、 κ受容体よりも μ受容体に高親和性で結合する他のリガ

ンドの親和性も DAMGOと同様に上昇するかどうかを、前節と同じCHO細胞を用いて検

討した。その結果を表 1-3にまとめて示す。 COS-7細胞に発現させた場合と同様に、 κ

(E297K+Y313H+Y312W+S31OV)を安定的に発現する CHO細胞に対してPH]DAMGOは高

親和性の結合を示した (Kd= 8.9 + 1.5 nM)口また、 κ受容体選択的リガンドであるp町

U69，593も同様にこの変異型受容体に対し高親和性の結合を示した (Kd= 7.5土 0.7nM) 0 

Hjorthらの報告に見られるように、異なる 2種の標識リガンドを用いて変異型 κ受容体に

対する競合結合実験を行うと、同じリガンドに対する Ki値が異なって算出される場合が

ある。そのため、 IC(E297K+ Y313H+ Y312W+S310V)に対する DAMGOの競合結合実験を

PH]DAMGOとPH]U69，593の両方を用いて行ったが、算出されたKi値は同程度であった

(Ki値はそれぞれ8.1+ 2.6および 16+ 7 nM) 0 これは今回用いた全てのリガンドにお

表 1・3 野生型μ、κ受容体および変異型κ受容体を発現する CHO細胞の膜画分に対す

る各種オピオイドリガンドの Ki値 (nM)

μ 
K (E297K+Y313H 

K 
+ Y312W +S31 OV) 

[3HDAMGO [3H]DAMGO [3H]U69，593 [3H]U69，593 

Kct = 1.1 :t 0.2 Kct = 8.9:t 1.5 Kct = 7.5 :t 0.7 Kct=1.9:t0.l 

Peptidic Iigands 

DAMGO 0.87 :t 0.01 8.1:t2.6 16:t 7 460:t 100 

Dennorphin 1.5 :t 0.3 >3000 >3000 >3000 

CTOP 40:t 8 >3000 >3000 >3000 

Metモnkephalin 3.0:t 0.3 340:t 70 490:t 120 750:t 220 

Nonpeptidic ligands 

Morphine 1.9:t 0.5 190:t 40 150:t30 130:t 10 

dl -Methadone 13 :t 1 13似):t300 >3000 >3∞o 
Fentanyl 1.9 :t 0.6 330:t 120 350:t 110 270:t 50 

Naloxone 4.1 :t 0.3 31 :t 8 41 :t 15 19:t 3 
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いて共通であったので、以下本文中では、 K(E297K+ Y313H+ Y312W+S31 OV)に対する各

リガンドの親和性は[3H]DAMGOを用いて算出されたものを示す。

ペプチド性μ受容体選択的アゴニストであるデルモルフィン、ペプチド性μ受容体選

択的アンタゴニストであるCTOPおよび内在性オピオイドペプチドであるメチオニンエン

ケファリンはμ受容体には高親和性の結合を示した (Ki値はそれぞれ 1.5土 0.3、40+ 

0.3および3.0+ 0.3 nM)がκ受容体に対する親和性は低かった (Ki値はそれぞPれ>3000、

>3000および750士220nM) 0 K (E297K+Y313H+Y312W+S31OV)に対するこれらのリガ

ンドの親和性は、野生型 κ受容体の親和性と同程度であり (Ki値はそれぞれ>3000、>3000

および340+ 70 nM)、DAMGOの場合とは異なり、ほとんど上昇しなかった O モルヒネ、

メサドン (methadone)およびフエンタニルなどの麻薬性鎮痛薬や代表的なオピオイドア

ンタゴニストであるナロキソンは κ受容体 (Kiはそれぞれ 130士 10、>3000、270士50

および19+ 3 nM) より μ受容体に高親和性に結合した (Ki値はそれぞれ 1.9士0.5、13

+1、1.9 + 0.6および4.1 + 0.3 nM)。これらの非ペプチド性リガンドの K

(E297K + Y313H+ Y312W +S31 OV)に対する親和性も、ペプチド性リガンドの場合と同様に、

野生型 κ受容体と比較して親和性の上昇は見られなかった (Ki値はそれぞれ 190+ 40、

1300 + 300、330+ 120および31+ 8 nM) 0 
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考察

以前の当研究室で行われた研究により、DAMGOによる μ/κ受容体問識別には第3細

胞外ループ付近の受容体領域が重要であることが報告されている[14]0本研究では、さら

に詳細に、 μ/κ キメラ受容体を用いた結合実験を行い、DAMGOによる μ/κ受容体間

識別に重要な受容体領域は第3細胞内ループの Ban11部位と第3細胞外ループの Pvu11-

l部位の問の領域と Pvu11-1部位と第 7膜貫通部位のPvu11-2部位の問の領域の両方にそ

れぞれ別々に存在することを示した。

続いて、 Ban11部位と PvuII-1部位の間の領域で重要なアミノ酸残基の同定を行ったと

ころ、第6膜貫通部位と第3細胞外ループの境界領域に存在する κ受容体の297番目のグ

ルタミン酸残基と μ受容体の対応する位置に存在する303番目のリジン残基の違いが重要

であることが明らかとなった。この κ受容体の297番目のグルタミン酸残基は κ受容体選

択的アンタゴニストであるノルビナルトルフイミンや κ受容体選択的アゴニストである

TRK・820の選択的結合に重要であることが報告されており [16・18]、また、 δ受容体の対

応する位置に存在する284番目のトリプトファン残基はS受容体選択的アゴニストである

DPDPEやSNC・80の結合に重要であることも報告されている[19]0グルタミン酸は酸性ア

ミノ殿、リジンは塩基性アミノ酸、 トリプトファンは大きな側鎖を持つアミノ酸である

ので、この位置に存在するアミノ酸残基の性質の違いがこのような受容体タイプ選択的

リガンドの結合性に影響を与えているのかもしれない。この領域の中で、それ以外のア

ミノ酸残基の違いがDAMGOによる識別に関与している可能性も否定できないが、[3H]

DAMGOのK(Pvu II-1)μ(E297K)への親和性がκ(Ban11)μ の親和性と同程度であったこと

より、その関与はあっても小さいものであろうと考えられる。

次に、 Pvu11-1部位と Pvu11・2部位の聞の領域で重要なアミノ酸残基を検討し、 κ受容

体の 310番目のセリン残基、 312番目のチロシン残基および313番目のチロシン残基と、

μ受容体の316番目のパリン残基、 318番目のトリプトファン残基および319番目のヒス

チジン残基の違いが重要であることを見出した O これらのアミノ酸残基のうち、ヒト μ

受容体において、 300番目のトリプトファン残基(ラット μ受容体の318番目のトリプト

ファン残基に対応する)がμ受容体へのδ受容体選択的アゴニストであるDPDPEやSNC-

80の結合を阻害しているという報告もあり [20]、この位置に存在するアミノ酸残基は

DAMGO以外のタイプ選択的オピオイドリガンドの結合選択性にも関与しているものと考

えられる。

本研究により、DAMGOによる μ/κ受存体問識別にはだ受容体の297番目のグルタミ

ン酸残基、 310番目のセリン残基、 312番目のチロシン残基および313番目のチロシン残
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基と μ受容体の303番目のリジン残基、 316番目のバリン残基、 318番目のトリプトファ

ン残基および319番目のヒスチジン残基4アミノ酸残基の違いが重要であることが示され

た。この4アミノ酸残基の置換を行った変異型κ受容体をCHO細胞に安定的発現させて

検討したところ、これらの変異により、 DAMGOの親和性が上昇したばかりでなく、

DAMGOのアゴニスト活性の効力も野生型 κ受容体と比較して上昇が見られた。これはこ

の変異型受容体の機能が保たれているということを示唆するものである。この DAMGO

によるcAMP蓄積抑制作用の最大抑制率は約60%とDAMGOのμ受容体に対する作用よ

りも小さいものであったが、これは同じ変異型受容体を発現するCHO細胞で κ受容体選

択的アゴニストであるU69，593でも同程度の最大抑制効果しか得られなかったため、変異

型受容体を発現する CHO細胞と μ受容体を発現する CHO細胞の性質の違いのためでは

ないかと考えられる。

一方、本変異型受容体に対する DAMGO以外のμ受容体に選択的に結合するリガンド

の親和性は、野生型 κ受容体に対する親和性と同程度であり、この4アミノ酸残基の変

異による親和性の上昇は見られなかった。これは、 Minamiらの報告したDAMGOによる

μ/δ受容体問識別の時とは異なっていた[l3]oDAMGOによるμ/δ受容体間識別には

第2膜貫通部位と第 1細胞外ループの境界領域に存在する μ受容体の127番目のアスパラ

ギン残基と δ受容体の 108番目に存在するリジン残基の違いが重要であり、 3受容体の

108番目に存在するリジン残基をアスパラギン酸に置換した変異型受容体に対して、

DAMGOだけでなく、デルモルフイン、 CTOP、モルヒネ、メサドンおよびナロキソンの

親和性が野生型δ受容体への親和性よりも上昇していた。この知見は、DAMGOによる μ

/κ受容体間識別と μ/δ受容体問識別は異なる機序で行われており、 μ/o受容体間

識別はいくつかのμ受容体選択的リガンドと同様の機序であるのとは対照的に、 μ/κ

受容体間識別はDAMGOに特有の機序で行われていることを示唆するものである。

本研究で明らかにされたDAMGOによる μ/ 1(受容体間識別に関与する 4アミノ酸残

基はいずれも細胞外ループと膜貫通部位の境界領域に存在するものであった。 Minamiら

の報告したDAMGOによるμ/δ受容体間識別に関与するアミノ酸残基も第 2膜貫通部

位と第 1細胞外ループとの境界領域に存在するものであった[13]。また、 κ受容体選択的

アゴニストであるTRK・820およびアンタゴニストであるノルビナルトルフイミンによる

κ/μ 受容体問識別は第5膜貫通部位と第3細胞外ループの境界領域に存在する κ受容

体の293番目のグルタミン酸残基と μ受容体の303番目のリジン残基の違いによって行わ

れていることが報告されている[16・18]。δ受容体選択的アゴニストであるDPDPEおよび

SNC・80の結合にはδ受容体の第3細胞外ループと第6および第7膜貫通部位の境界領域

に存在する 284番目のトリプトファン残基、 296番目のバリン残基、 297番目のバリン残
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基および300番目のロイシン残基が必要であることが示されている[19、20]。また、オピ

オイド以外のGタンパク質共役型受容体であるニューロキニン受容体[21]、ソマトスタチ

ン受容体[22]、αアドレナリン受容体[23]およびエンドセリン受容体[24]においても同様

に受容体選択リガンドの結合に細胞外ループと膜貫通部位の境界領域にあるアミノ酸残

基が重要であることが報告されている。これらの知見は細胞外ループと膜貫通部位の境

界領域に存在する数個のアミノ酸残基により Gタンパク質共役受容体ファミリーに属す

る多くの受容体のサブタイプ選択的リガンドの認識が行われるということを示唆するも

のである(図ト9)。この概念はGタンパク質共役型受容体の新しいサブタイプ選択的リ

ガンドの創製に役立つものであると考えられる。

A receptor-selective ligand non-selective ligand B receptor-selective ligand 

binding pocket 

A receptor B receptor 

図1・9 Gタンパク質共役型受容体のリガンド識別機構の概念図

EXTRA-
CELLULAR 

BOUNDARY 

REGION 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA-
CELLULAR 

斜線の四角はリガンド識別に関与するアミノ酸残基を示しており、これらが細胞

外ループと膜貫通部位の境界領域に存在していることを表している。
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非選択的オピオイドリガンド、ブレマゾシンによる

オピオイド受容体/ノシセプチン受容体間識別に関与する

アミノ酸残基

ノシセプチン受容体は1994年にオピオイド受容体と高い相向性を有しているにも拘わ

らず(図2-1)、ほとんどのオピオイドリガンドと結合しないオーファン受容体としてク

ローニングされた[25-28]0その後、 1995年にその内在性リガンドとして 17アミノ酸残基

からなるペプチドが単離され、ノシセプチン(あるいはオルファニンFQ)と名付けられ

た[29、30]。ノシセプチンは κ受容体に高い親和性を有する内在性オビオイドリガンドで

あるダイノルフィン A (1-17)と似た構造を持つにも拘わらず(図2-2)、μ、3、κいず

れのオピオイド受容体に対しても高親和性に結合しない。また、 mVIVOの実験において、

ノシセプチンを側脳室内投与することにより、オピオイドアコ守ニストとは逆に、痛覚過

敏が惹起され、さらにオビオイドによる抗侵害受容作用に対して措抗作用を示すなどの

報告がなされている[29-32]。また、ノシセプチンの脊髄くも膜下腔内投与により、高用

量では抗侵害受容作用を示し[33]、一方、極めて低用量では痛覚過敏[34、35]あるいは痛

覚様行動[36]が惹起されることが報告されている。このように、ノシセプチンの痛覚情報

伝達系に対する作用は複雑であり、未だ、一定の見解は得られていない。また、近年作

製されたノシセプチン受容体ノックアウトマウスを用いた研究により、ノシセプチン系

は痛覚情報伝達以外にも聴覚[37]、学習・記憶[38-40]、モルヒネによる耐性の形成[41]な

どに関与することが明らかにされている。しかし、ノックアウトマウスを用いた研究で

は、成長過程においてノシセプチン系の機能が他の系によって代償されている可能性も

否定できない。ノシセプチン系が関与する生体機能調節機構を解明するためにはノシセ

プチン受容イ本に特異的なアゴニストあるいはアンタゴニストの創製が不可欠であり、そ

の系をターゲットとした新規医薬品の開発につながることも期待できる。

本章ではオピオイド受容体と類似したアミノ酸配列を有するにも拘わらず、ノシセプ

チン受容体にはほとんどのオビオイド受容体リガンドが高親和性には結合しない原因と

なっている両受容体の構造仁の相違点を分子レベルで明らかにすることにより、ノシセ

プチン受容体のリガンド設計に有用な知見が得られると考え、オピオイド受容体の中で

ノシセプチン受容体と最も相向性の高い κ受容体との問のキメラ受容体および変異型ノ

シセプチン受容体を作製し、それらに対して、非ペプチド性で非選択的なオピオイド受

容体リガンドの lつであるブレマゾシンの結合実験を行うことにより、ノシセプチン受
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容体に対して、オピオイド受容体リガンドが結合できない原因となっているアミノ酸残

基の同定を試みた。

図2・1 ヒ卜ノシセプチン受容体の推定構造

EXTRA-
CELLULAR 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA-
CELLULAR 

黒で示したアミノ酸はヒトノシセプチン受容体とラット μ、δ、κオピオイド受

容体全てで保存されているアミノ酸残基であることを示している。灰色で示した

アミノ酸はノシセプチン受容体と 3種のオピオイド受容体のうちの l種あるいは

2種のタイプ間で保存されているアミノ酸残基であることを示している。キメラ

受容体作製の際のつなぎ目となった BglII部位と tm6部位を図中に示す。

Nociceptin Phe-皇_ly-宣l_Y-P註皇-Thr-Gly-Ala-

Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-~呈-Leu­

Ala-Asn-Gln 

Dynorphin A(1・17)Tyr-皇_ly-豆l_Y-P註豆-Leu-Arg-Arg-
Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-~呈-Trp­

ASp-丞呈旦ー呈ln

図2・2 ノシセプチンおよびダイノルフィン A (1-17)のアミノ酸配列

両ペプチドで保存されたアミノ酸を下線で示す。
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実験方法

l.試薬

PH]ブレマゾシンは第一章と同じものを用いた。

2. ヒトノシセプチン受容イ本cDNAのクローニング

ヒトノシセプチン受容体cDNAは、ヒト前骨髄性白血病細胞HL・60より抽出したtotal

RNAを鋳型として、 RT-PCR法によりクローニングした。培養細胞に発現させるために、

クローニングしたcDNAを発現ベクター pcDNA3にサブクローニングした。

3. キメラおよび変異型受容体cDNAの作製

ノシセプチン受容体/"受容体キメラ受容体の作製は制限酵素BglIIおよびPCR法を

用いて行った。第2細胞外ループと第 5膜貫通部位の境界領域に存在する制限酵素BglII

認識部位 (BglII部位)および第6膜貫通部位に存在するPCR法によるキメラ受容体のつ

なぎ目 (tm6部位)を図2-1に示す。ノシセプチン受容体にはBglII部位が存在しないた

め、点変異導入によりノシセプチン受容体の対応する位置に導入した。点変異導入およ

び作製したcDNAのサブクローニングは第一章と同様の方法で行ったO

4. COS-7細胞への受容体cDNAのトランスフェクション

第一章と同様の方法で行った。

5.受容体結合実験

標識リガンドとして、PH]ブレマゾシンを用いて飽和結合実験を行った。結合実験は第

一章と同様の方法で、行った。
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実験結果

ノシセプチン受容体/κ受容体キメラ受容体に対するブレマゾシンの結合に

重要な受容体領域の同定

第一節

ブレマゾシンの野生互~!κ 受容体およびノシセプチン受容体 (NociR) に対する親和性を

確認するためにCOS-7細胞に K 受容体およびノシセプチン受容体をトランスフェクショ

ンし、[3H]ブレマゾシンの結合実験を行った。[3H]ブレマゾシンは κ受容体に対しては高い

親和性で結合したが(Kd= 3.1士0.4nM)、ノシセプチン受容体にはほとんど結合しなかっ

ブレマゾシンがκ受容体には結合するがノシセプチン受容

NociR 

体には高親和性に結合しないことが確認された。
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このことより、た(図2・3)。
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を発現する COS-7細胞の野生型 κ受容体およびノシセプチン受容体 (NociR)

膜画分に対する[3H]ブレマゾシンの飽和結合実験と Scatchardプロット
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オピオイド受容体とノシセプチン受容体問の識別に関与する受容体の領域を

κ受容体とノシセプチン受容体間で種々のキメラ受容体を作製し、

続いて、

フ、、レ

マゾシンの親和性を検討した(図2-4)。ノシセプチン受容体の第 2細胞外ループと第 5

膜貫通部位の境界領域に存在するBglII部位からC末端側を κ受容体の対応する受容体領

同定するため、

域に置換したキメラ受容体NKbglを作製したところ、PH]ブレマゾシンはノシセプチン受

容体の場合とは異なり、 NKbglに対し高親和性の結合を示した (Kd= 11 + 3 nM) 0 さら

に、キメラ受容体NKbglの第 6膜貫通部位に存在する tm6部位から C末端側をノシセプ

チン受容体の対応する位置に存在する受容体領域に置換したキメラ受容体NKbglNtm6を

作製したところ、特異的結合はみられたものの、このキメラ受容体に対する[3H]ブレマゾ

シンの親和性は低く、 Kd値を求めることはできなかった。以上の結果より、ブレマゾシ

ンの結合に重要な受容体領域がκ受容体のtm6部位より C末端側に少なくとも lカ所存在

NKbglNtm6 

することが示唆される。
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第二節 ブレマゾシンによるオピオイド受容体とノシセプチン受容体の識別に重要な

アミノ酸残基の同定

作製した変異型受容体に対する[3H]ブレマゾシンのKd値を表2-1にまとめて示した。ブ

レマゾシンは非選択的オピオイドリガンドであるので、ブレマゾシンによる κ受容体と

ノシセプチン受容体間の認識は、 μ、δ、κ、3種類のオビオイド受容体タイプ間で共

通して存在し、かつノシセプチン受容体では異なっているようなアミノ酸残基が重要で

はないかと考えた。 tm6部位より C末端側の受容体領域に存在するアミノ酸残基のうち、

このような条件を満たすアミノ酸残基は 7つしかなく、しかも、そのうち 3つはリガン

ド結合には直接関与しないと考えられる C末端細胞内領域に存在する(図2-5)。そこで

残りの4つのうち、第6膜貫通部位に存在するノシセプチン受容体の279番目のパリン残

基、 280番目のグルタミン残基、 281番目のバリン残基のリガンド認識における役割を検

討する目的で、キメラ受容体NKbglNtm6において、この3残基をオピオイド受容体の対

応する位置に存在するアミノ酸残基であるイソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロ

イシン残基に置換した変異型受容体NKbglNtm6+VQV(279-281 )IHIを作製したOその結果、

この変異型受容体に対し、[3H]ブレマゾシンはキメラ受容体NKbglと同程度の高親和性で

結合した (Kd= 29士3nM)oこの結果は、 tm6部位から C末端側の受容体領域では、ブ、

図2・5 ヒトノシセプチン受容体の推定構造

EXTRA-
CELLULAR 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA-
CELLULAR 

黒で示したアミノ酸はμ、δ、K受容体全てで保存されているが、ノシセプチン

受容体では異なっているアミノ酸残基であることを示している。キメラ受容体作

製の際のつなぎ日となった BglII部位と tm6部位を図中に示す。
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表2-1 変異型ノシセプチン受容体を発現する COS-7細胞の膜画分に対する[3H]ブレマ

ゾシンの Kd1直 (nM)

図中の斜線部分は κ 受容体に由来する受容体領域を示す。 1~1 丸は対応する κ 受容

体アミノ酸残基に置換されたアミノ酸残基を示している。

N.D. :低親和性のため、 Kd値を求められなかったことを示す。

NKbglNtm6 

+ VQV (279-281)IHI 

NVQV(279-281)IHI 

NA216K 

+VQV(279・281)IHI

NA216K 

NA216K 

+Q280H 

NA216K 

+VQV(279・281)IHI

+T3051 

27 

Kd (nM) 

[3H]Bremazocine 

29 :!:: 3 

N.D. 

31 :!:: 14 

N.D. 

N.D. 

23 :!:: 5 



レマゾシンによる受容体識別にこの3残基の違いが関与することを示すものである。し

かしながら、野生型ノシセプチン受容体において、この3残基のみをオピオイド受容体

型アミノ酸残基に置換した変異型受容体NVQV(279-281)IHIに対しては、「町ブレマゾシン

の親和性は低く、 Kd値を求めることはできなかった。この結果より、ブレマゾシンの高

親和性の結合に重要なアミノ酸残基は、第6膜貫通部位に存在する 3残基だけではなく、

BglII部位と tm6部位の間の領域にも存在することが明らかとなった。

Bgl II部位とtm6部位の聞の領域にはオピオイド受容体タイプ間で保存されており、な

おかつノシセプチン受容体では異なっているアミノ酸残基は 7残基存在するが(図2・5)、

そのうち最も細胞膜外表面近くに存在する、第2細胞外ループと第 5膜貫通部位との境

界領域のノシセプチン受容体の216番目のアラニン残基にまず注目し、 279-281番目のパ

リン残基、グルタミン残基、バリン残基のイソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロ

イシン残基への置換に加えて、この216番目のアラニン残基もオピオイド受容体の対応す

る位置に存在するリジン残基に置換した変異型受容体NA216K+VQV(279-281)IHIを作製

した。この変異型受容体に対し、[3H]ブレマゾシンは変異型受容体NKbglNtm6+VQV (279-

281)1聞とほぼ同程度の高親和性で結合を示した (Kd= 31士 14nM) 0 また、ノシセプチ

ン受容体の216番目のアラニン残基のみをリジン残基に置換した変異型受容体NA216K~こ

対しては、[3H]ブレマゾシンの親和性は低いものであった。従って、ブレマゾシンの結合

にはこれら 2カ所に同時に変異を導入する必要があると考えられる。

オピオイド受容体の第6膜貫通部位のヒスチジン残基は幾つかのオピオイドリガンド

の結合に重要であることが報告されており[42、43]、ブレマゾシンの結合も、 tm6部位か

らC末端側の領域ではグルタミン残基のヒスチジン残基への置換で十分であるかもしれ

ない。そこで、ノシセプチン受容体の216番目のアラニン残基と 280番目のグルタミン

残基をそれぞれリジン残基、ヒスチジン残基に置換した変異型受容体NA216K+Q280Hを

作製した。この変異型受容体に対して、ブレマゾシンの結合は検出できず、 tm6サイトよ

りC末端側の受容体領域では、ノシセプチン受容体の280番目のグルタミン残基のヒス

チジン残基への置換では不十分であり、 279-281番目のパリン残基、グルタミン残基、パ

リン残基のイソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロイシン残基への置換がブレマゾ

シンの結合には重要であることが確認された。また、 4アミノ酸残基の変異に加えて、ノ

シセプチン受容体の第7膜貫通部位に存在する 305番目のアミノ酸残基トレオニン残基

をオピオイド受容体の全てのタイプで保存されているアミノ酸残基であるイソロイシン

残基に置換した変異型受容体NA216K+VQV(279-281 )IHI+ T305Iを作製したところ、ブレ

マゾシンはこの変異型受容体に対して高親和性の結合を示した (Kd= 23 + 5 nM)が、

その親和性はNA216K+VQV(279・281)IHIと同程度であった。このことより、ブレマゾシ
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ンの結合におけるノシセプチン受容体の 305番目のトレオニン残基とオピオイド受容体

の対応する位置に存在するイソロイシン残基の相違は寄与が小さいことが確認された。

以上の結果より、ブレマゾシンによるオビオイド受容体とノシセプチン受容体間の識

別はノシセプチン受容体の第 2細胞外ループと第 5膜貫通部位との境界領域に存在する

216番目のアラニン残基、第6膜貫通部位に存在する279-281番目のバリン残基、グルタ

ミン残基、バリン残基と、オピオイド受容体のそれぞれの対応する位置に存在するリジ

ン残基、イソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロイシン残基の違いが関与している

ということが示唆される(図2-6)。

bremazocine 
NociR: A216， Y幻9，Q280， y281 

OPR : K， 1， H， 1 

EXTRA-
CELLULAR 

PLASMA 
MEMBRANE 

INTRA. 
CELLULAR 

図2-6 ブレマゾシンによるオピオイド受容体/ノシセプチン受容体問識別に関与する

アミノ酸残基

黒で示したアミノ酸はノシセプチン受容体とラァト μ、δ、κオピオイド受容体

全てで保存されているアミノ酸残基であることを示している O灰色で訂ミしたアミ

ノ酸はノシセプチン受容体と 3種のオピオイド受容体のうちの l種あるいは2種

のタイプ間で保存されているアミノ酸残基であることを示している。
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考察

まず、ノシセプチン受容体と κ受容体間でキメラ受容体を作製し、ブレマゾシンの結

合実験を行った結果、第6膜貫通部位中程に存在するtm6部位より C末端側の受容体領域

にブレマゾシンによるオピオイド受容体とノシセプチン受容体聞の識別に重要な部位が

少なくとも lカ所存在することを示した。このtm6部位より C末端側において重要な役割

を果たすアミノ酸残基を同定するため、キメラ受容体に変異を導入した受容体を用い、第

6膜貫通部位に存在するノシセプチン受容体の279・281番目のアミノ酸残基であるバリン

残基、グルタミン残基、パリン残基とオピオイド受容体の対応する位置に存在するイソ

ロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロイシン残基の 3残基の違いが重要な役割を果た

すことを見出した。また、変異型受容イ本NKbglNtm6+VQV(279-281 )1H1にブレマゾシンが

高親和性の結合を示す(I<.J= 29 + 3 nM)のに対し、変異型受容体NVQV(279・281)1凹に

は結合を示さなかったことより、 BglII部位とtm6の聞にもブレマゾシンによる識別に重

要な受容体領域が存在し、第一章と同様にリガンド識別に異なる 2カ所の受容体領域に

またがって重要なアミノ酸残基が存在することが示唆された。そこで、さらなる変異型

受容体をmいた検討を行い、 BglII部位とtm6の間の受容体領域では第2細胞外ループと
第5膜貫通部位の境界領域に存在するノシセプチン受容体の216番目のアミノ酸残基であ

るアラニン残基とオビオイド受容体の対応する位置に存在するリジン残基の違いが、重

要であることを示し、第6膜貫通部位に存在する 3残基と合わせて僅か4残基という数

少ないアミノ酸残基の違いによりブレマゾシンによるオピオイド受容体とノシセプチン

受容体問の識別がなされているということを見出した。ノシセプチン受容体において、こ

の4残基をオピオイド受容体型のアミノ酸残基に置換した変異型受容体NA216K+VQV

(279-281 )1H1に対するブレマゾシンの親和性 (Kd= 31 + 14 nM) はブレマゾシンの κ受

容体に対する親和性 (Kd= 3.1士 0.4nM) より 10倍程度低いものであるため、これ以外

のアミノ酸残基もブレマゾシンの高親和性の結合に関与しているかもしれないが、その

寄与はこの4アミノ酸残基と比べると小さいのではないかと考えられる。

本研究結果はMengらの報告[44]と一部共通する結果となっている oMengらはラットノ

シセプチン受容体において、ヒトノシセプチン受容体を用いた本研究結果の4アミノ酸

残基と対応する位置に存在する、 213番目のアラニン残基あるいは276-278香目のパリン

残基、グルタミン残基、パリン残基をそれぞれリジン残基あるいはイソロイシン残基、ヒ

スチジン残基、イソロイシン残基に置換することにより、ダイノルフィン Aの親和性が

増大すると報告している。さらに、 Mengらは第 7膜貫通部位に存在する 302番目のトレ

オニン残基のイソロイシン残基への置換により、ダイノルフィン Aの親和性のさらなる
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上昇が見られるとしている。しかし、本研究において 4アミノ酸残基の変異に加えて、ヒ

トノシセプチン受容体の対応する残基である305番目のトレオニン残基のイソロイシン残

基への置換を行ったが、ブレマゾシンの親和性の著明な上昇は見られず、ブレマゾシン

の結合にはこのアミノ酸残基の違いは重要ではないことが示唆される。Mengらはその後

の報告[45]で、ラットノシセプチン受容体の213番目のアラニン残基のリジン残基への置

換のみでブレマゾシンの親和性が著しく上昇すると報告している。ところが、本研究結

果ではNA216Kに対してブレマゾシンは高親和性の結合を示さなかった O この相違の明

確な理由は不明であるが、ヒトとラットという用いたノシセプチン受容体の種間差によ

るものかもしれない。 Mengらはさらに、 δオピオイド受容体において、第2細胞外ルー

プと第5膜貫通部位の境界領域に存在する214番目のリジン残基をアラニン残基に、第6

膜貫通部位に存在する277-279番目のイソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロイシン

残基をバリン残基、グルタミン残基、バリン残基に変異させることにより、リガンドの

親和性は変化させないが、ブレマゾシンを含めた各リガンドのアゴニストおよびアンタ

ゴニスト活性を増強あるいは減弱させることを報告している[46]。この知見はこれらのア

ミノ酸残基が、オビオイド受容体においてリガンドによる受容体の活性化プロセスに重

要な働きをしていることを示唆するものである。

また、変異型ノシセプチン受容体の報告はMollereauらのグループからも出されている

[47] 0 Mollereauらはヒトノシセプチン受容体の280番目のグルタミン残基のみをヒスチジ

ン残基に置換することによって、ロフエンタニル、フエンタニル、ノルピナルトルフイ

ミンといった非ペプチド性オピオイドリガンドの親和性が上昇すると報告している。し

かし、本研究で、はtm6部位から C末端側の領域において同様に280番目のグルタミン残基

のみをヒスチジン残基に置換した変異型受容体NA216K+Q280Hに対してブレマゾシンは

高親和性の結合を示さなかった。よって、ブレマゾシンの結合には、 tm6部位からC末端

側の領域においては280番目のグルタミン残基のみのヒスチジン残基への置換では不十分

であり、その両側もイソロイシン残基に置換することが必要であることが示唆される。

本研究で明らかとなったブレマゾシンによるオピオイド受容体とノシセプチン受容体

問の識別に重要な4つのアミノ酸残基は、第」章でのDAMGOによる μ/IC受容体間識

別に関与するアミノ酸残基と同様にいずれも細胞外ループと膜貫通部位の境界領域に存

在していた(図2・6)。最近、コンビューターによるノシセプチンとノシセプチン受容体の

結合の分子モデリングが行われた[48]。その結果、ノシセプチンのN末端の4アミノ酸残

基は、オピオイド受容体へのペプチドリガンドの結合と同様に、ノシセプチン受容体の

膜貫通部位で形成される疎水性のbindingpocketと結合しており、さらに、ノシセプチン

の8から 13番目までの塩基性アミノ酸を多く含む部分は、酸性アミノ酸残基が数多く存
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在するノシセプチン受容体の第2細胞外ループと結合しているというモデルが得られた。

このモデリングにより、ノシセプチン受容体でもオビオイド受容体と同様な疎水性のbind-

ing pocketが存在していることが示唆された。本研究結果と併せて考えると、受容体問識

別に関与している細胞外ループと膜貫通部位の境界領域のアミノ酸残基の変異を行った

ことにより、ブレマゾシンがオピオイド受容体と類似したノシセプチン受容体のbinding

pocketに結合可能になったのではないかと考えられる。これは、多くのGタンパク質共役

受容体ファミリーに属する受容体のサブタイプ選択的リガンドの認識が細胞外ループと

膜貫通部位の境界領域に存在する数個のアミノ酸残基により行われているという第一章

で述べた概念(図 1-9)と一致するものである。本研究結果のようなオピオイド受容体と

ノシセプチン受容体間のリガンド識別機構に関する分子レベルでの研究成果はノシセプ

チン受容体に対する非ペプチド性リガンド創製に有用な知見となりうると考えられ、こ

れを基に創製されたリガンドによりノシセプチン系の生体内における機能が詳細に解明

されることが期待される。
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間
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ノシセプチン受容体に対するオピオイドリガンドの

アゴニストおよびアンタゴニス卜活性

ノシセプチン受容体に特異的に結合するアゴニストあるいはアンタゴニストを創製す

るには、リガンドのノシセプチン受容体に対するアゴニストおよびアンタゴニスト活性

を評価する実験系が必要である。そこで、本章ではクローン化ヒトノシセプチン受容体

を安定的に発現するCHO細胞株を樹立し、アデニル酸シクラーゼ活性化薬であるフォル

スコリンの刺激による細胞内cAMP蓄積に対する抑制効果を指標として、ノシセプチン

受容体に対するアゴニストおよびアンタゴニスト活性を評価することができる実験系を

確立した。まず、モルモット回腸やマウス輸精管などの末梢組織においてノシセプチン

受容体に対する選択的アンタゴニストであると報告されたノシセプチン誘導体、[Phe1¥j1

(CHz-NH)Gly2]ノシセプチン(1-13)NH2([F/G]NC(1-13)NH2) [49、50]のアゴニストおよびア

ンタゴニスト活性を検1討した。さらに、手ドペプチド{生オピオイドリガンドの中にもノシ

セプチン受容体に対しアゴニストあるいはアンタゴニスト活性を示すものがあるのでは

ないかと考え、ノシセプチン受容体に特異的な非ペプチド性アゴニストあるいはアンタ

ゴニストを創製する際のシード化合物となりうるリガンドを探索する目的で、本実験系

OH 

OH OH 

Naloxone Morphine 

OH 

TRK-820 TAN-67 

図3・1 各種非ぺプチド性オピオイドリガンドの構造
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を用いて、従来から用いられている代表的なオピオイドアゴニストであるモルヒネおよ

びアンタゴニストであるナロキソンに加え、代表的な非ペプチド性κオピオイド受容体

選択的アンタゴニストであるノルビナルトルフイミン[51]、ノルピナルトルフイミンから

最近合成された非ペプチド性κオピオイド受容体選択的アゴニストであるTRK-820[52]、

非ペプチド性δオピオイド受容体選択的アゴニストである TAN-67[53]の(+)体および

(-)体および IC3受容体アゴニストと考えられているナロキソンベンゾイルヒドラゾン

(naloxone benzoylhydrazone) [54]のノシセプチン受容体に対するアゴニストおよびアンタ

ゴニスト活性を検討した(図3・1)。

実験方法

l.試薬

モルヒネ、ナロキソンは第一章と同じものを用いた。ノシセプチン (PeninsulaLabora-

tories， Bermont， USA)、[3H]ノシセプチン (AmershamPharmacia Biotech， Uppsala， Sweden) 

を購入した。ノルビナルトルフィミン、 TAN-67の(+)体および(-)体、 TRK-820、

ナロキソンベンゾイルヒドラゾンは長瀬 博博士(東レ、鎌倉)から供与していただい

fこO

2. クローン化ヒトノシセプチン受容体を安定的に発現する CHO細胞の樹立

第二章で得たヒトノシセプチン受容体cDNAの断片を発現ベクター pcDNA3にサブク

ローニングし、第一章と同様の方法でCHO細胞にトランスフェクションした。フォルス

コリンにより誘発される細胞内cAMP蓄積に対するノシセプチンの抑制効果を指標とし

てスクリーニングを行いクローン化ヒトノシセプチン受容体を安定的に発現するCHO細

胞にHO/NociR) を樹立した。

3. アゴニストおよびアンタゴニスト活性の検討

アゴニストおよびアンタゴニストj舌'性はCHO/NociRにおける 10μMフォルスコリンに

より誘発される細胞内cAMP蓄積に対する効果を指標として検討し、cAMPの定量は第一

章と同様の方法で、行った。アゴニスト活性の検討は、種々の濃度のリガンドを単独で加

えた時の細胞内cAMP蓄積に対する抑制効果を指標として検討した。アンタゴニスト活

性の検討は種々の濃度のリガンドを最大抑制に近い作用を示すlOnMノシセプチンと同

時処置し、ノシセプチンによる細胞内cAMP蓄積抑制効果に対する桔抗作用を指標とし

て検討した。ナロキソンベンゾイルヒドラゾンは水に対する溶解性が低いため、0.05N酢
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酸と 20%DMSOを含む溶液に溶解させ各濃度に段階希釈した後に、 HBSと混合した。最

終的に 0.0025N酢酸と l%DMSOが含まれた HBSをvehicleとした。

4.受容体結合実験

第一章と同様の方法で0.5nM[3H]ノシセプチンを標識リガンドとして用いて行ったが、

[3H]ノシセプチンの吸着を防ぐためにTris緩衝液に0.1%のウシ血清アルブミンを加えた。

また、 i慮過に用いたWhatmamGF/Cフィルターは0.3%ポリエチレンイミンに浸したもの

を用いた。ナロキソンベンゾイルヒドラゾンは0.05N酢酸と 20%DMSOを含む溶液に溶

解させ、各濃度に段階希釈した後に、 Tris緩衝液と混合した。最終的に 0.005N酢酸、 2

%DMSOおよび0.1%ウシ血清アルブミンが含まれたTris緩衝液を vehicleとした。
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実験結果

第一節 CHO/NociRの樹立とノシセプチン誘導体[F/G]NC(1・13)NH2のアゴニス卜および

アンタゴニスト活性

ヒトノシセプチン受容体cDNAを発現ベクター pcDNA3にサブクロ←ニングしたプラ

スミドをリポフェクトアミン法によりCHO細胞にトランスフェクションすることにより、

クローン化ヒトノシセプチン受容体を安定的に発現するCHO細胞株であるCHOjNociRを

樹立した。この CHOjNociRに対して、 10μMフォルスコリンにより誘発される細胞内

cAMP蓄積はノシセプチンにより濃度依存的に抑制され、その IC50値は0.18+ 0.04 nM、

最大抑制率は 77+ 3%であった(図3-2A)0 

次に、 CHOjNociRにおいて、ノシセプチン誘導体である[F/G]N C(1-13 )NH2のアゴニス

ト活性を検討した。[F/G]NC(1・13)NH2はフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積を濃度依存

的に抑制した (IC5o= 15士5nM)が、その最大抑制率は43士2%とノシセプチンの最大

抑制率と比較して有意に小さいものであった(図3-2A)。続いて、[F/G]NC(1-13)NH2のノ

シセプチン受容体に対するアンタゴニスト活性を検討した。その結果、 10nMノシセプチ

ンによるフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積の抑制作用はlμM[F/G]NC(1-13)NH2の同

時処置により有意に措抗されたが、さらに高濃度である 10μMの同時処置では有意な括

抗作用は見られなかった(図 3-2B)。
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CHO/NociRにおけるフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積に対するノシセプチ

ンおよび[F/G]NC(1-13)NH2の効果 (A)および10nMノシセプチンによる細胞内

cAMP蓄積抑制効果に対する[F/G]NC(1・13)NH3の姑抗作用 (8)

企:ノシセプチン ・:[F/G]NC(1・13)NH2
** P< 0.01 vs nociceptin (Unpaired student's-t test) 

# P< 0.05 vs forskolin + nociceptin 10 nM (Dunett multiple comparison test) 
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各種オピオイドリガンド‘のCHO/NociRtこ対するアゴニストおよびアンタゴニス第二節

ト活性

CHO/NociRにおいて、モルヒ不、ナロキソン、ノルビナルトルフィミン、TRK-820、TAN-

(+ )体および(-)体およびナロキソンベンゾイルヒドラゾンのアゴニスト活性

を検討したところ、いずれのリガンドもフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積に有意な

67の

影響を与えず、その抑制率は100μMという非常に高いリガンド濃度を用いてもモルヒネ、

(-) TAN-67では30%未満、ナロキソンでは20%

フォ未満、(+)TAN-67およびナロキソンベンゾイルヒドラゾンでは 10%未満であり、

ノルピナルトルフイミン、 TRK-820、
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ルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積に対する抑制効果を指標としたアゴニスト活性の本許

ほとんどアコ。ニスト活性を示さなかった。価系において、

ノシセプチンによる10nMノシセプチンと各オピオイドリガンドの同時処置により、

フォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積抑制効果に対する結抗作用を指標として、各リガ

ノルピナルトルフイミナロキソン、モルヒネ、ンドのアンタゴニスト活性を+食言すした。

(+) TAN-67および(-)TAN-67は今回検討したいずれの濃度 (1nMから 100μM)ン、

においてもlOnMノシセプチンの細胞内cAMP蓄積抑制効果に対して有意な括抗作用は

ナロキソンベンゾイルヒドラゾ示さなかった。それに対して、 TRK-820は10μM以上、

c. Norbinaltorphimine 

98  .6 S -4 

Nor-bi回 M町 ph凹 ine叩肱聞旧館。n110': M) 

N恒

曲

間

同

組

目

o

p--E-aeu』
c
d
}巴
伺

2
2
2
E雪
量
色
E
，苫

B. Naloxone 

9.8  7 .6 .5 

Naめ間前回田園Ir.b師(logM)

N町i<q>“n(10nM)

曲

師

同

岨

却

o

-
-
E
E
S
百
d
e
v
E
2
E
，ES
u
a
&
E
d
E

A. Morphine 

-9 .8 .7 6 5 

Morph凹econ回目IraU四 (logM)

N匹』骨ptin(IODM)

i回

。
h 

E e 80 ・.。
A 
b 
E回
2 
冨

~ 40 
2 
u 

詰
白.. 20 
E 

'" ‘' 。

F. (ー)TAN-67

9~ 7 (，弓

ト庁AN.67con骨回目加nCl司M)

Nockepl皿(lOnMl

1加 4

o 

E刷1
'o I 
... 

i帥
E 
6 4(J 
宮
崎

白， 20 
E 
咽吃

E. (+)TAN-67 

98  .7 .6 S 

H汀AN-~何回ncentration (めgM)

N耐オ目ptin(10帥')

l以】

冨

}仙

£ 

i岨
.. 2Q 

E 
・吃

D.TRK・820

98  .7 6 5 

TRK・8l0c棚田四回旬開(IogM) 

N回 ceptin(10品.)

∞

船

団

叫

目

。

{-E冨
S
官
民
-
s
e
Z
2
E
E
s
u
u

・a幽E
，主

G. Naloxone benzoylhydrazone 

# 
1(似貰】

;剖

E 
豆
E 4叫0 

= :.. 20 
4主
〈

J9 .8 .7 .6 S -4 

Naloxonebe醐曲yd同四neconcenlr'2lion (1司M)

，"0εi目何回{刊品約

CHO/NociRにおける 10nMノシセプチンによる細胞内cAMP蓄積抑制効果に

対する各種非ぺプチド性オピオイドリガンドの措抗作用
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ンは 100μMで、 10nMノシセプチンによる細胞内cAMP蓄積抑制効果に対して有意な措

抗作用を示し、これらのリガンドは比較的高濃度でノシセプチン受容体に対してアンタ

ゴ、ニスト活性を示した。
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第三節 各リガンドのノシセプチン受容体に対する親和性

ノシセプチン、[F/G]NC(1-13)NH2および検討したオピオイドリガンドのうち、ノシセプ

チン受容体にアンタコゃニスト活性を示したTRK-820およびナロキソンベンゾイルヒドラ

ゾンのノシセプチン受容体に対する親和性をCHO/NociRから調製した膜画分を用いた[3H]

ノシセプチンに対する競合結合実験により検討した。まず、 CHO/NociRの膜画分に対し

て[3H]ノシセプチンの飽和結合実験を行ったところ、PH]ノシセプチンは高親和性の結合を

示し、その Kd値は 0.19+ 0.04 nM、全受容体量 (Bma.) は61土8fmol/mg proteinであっ

た。競合結合実験において、[F/G]NC(1-13)NH2およびナロキソンベンゾイルヒドラゾンの

Ki値はそれぞれ5.9+ 1.4および4.2士1.0nMであり、ノシセプチン (Ki= 0.35 + 0.09 nM) 

と比較して約 10倍程度低い親和性であった。また、 TRK-820(Ki = 380 + 50 nM) はノ

シセプチンよりも約 1000倍低い親和性でノシセプチン受容体に結合した。
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図3-5 CHO/NociRの膜標品に対する0.5nM[3H]ノシセプチン結合に対する各種リガンド

による阻害

企:ノシセプチン ・:[F/G]NC(1-13)NH2 .:  TRK・820

・:ナロキソンベンゾイルヒドラゾン
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考察

著者はクローン化ヒトノシセプチン受容体を安定的に発現する CHO細胞株を樹立し、

この細胞株において、ノシセプチンは濃度依存的にフォルスコリンによる細胞内cAMP蓄

積を抑制した。また、ノシセプチン誘導体[F/G]NC(ト13)NH2は10nMノシセプチンによ

る細胞内cAMP蓄積抑制作用に対して、部分的にではあるが措抗した。このことから、今

回樹立した細胞株CHOjNociRは、ノシセプチン受容体に対する各リガンドのアゴニスト

活性およびアンタゴニスト活性を評価することができる実験系として利用可能であるこ

とを示した。

[F/G]NC(l-13 )NH2はノシセプチンと同程度に強いアゴニスト活性を示すことが知られ

ているノシセプチン(ト13)NH2[55]において、ノシセプチンカfアミノペプチダーゼによっ

て代謝される主なペプチド結合である l位のフェニルアラニン残基と 2位のグリシン残

基の結合[56]を保護する目的で合成されたペプチドであるが、モルモット回腸およびマウ

ス輸精管においてノシセプチンの作用に括抗することが報告され[49、50]、ノシセプチン

受容体に対する初めてのアンタゴニストではないかと考えられた。ところが、その後に

行われた mVIVOおよびinvitroの実験系において、[F/G]NC(1-13 )NH2がノシセプチンと同

様の作用をイ1し、ノシセプチン受容体のアゴニストとして作用するのではないかという

報告が相次いで出された[57-60]0本研究で、 CHOjNociRにおいて、[F/G]NC(1-13)NH2は

フォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積を濃度依存的に抑制したが、その最大抑制効果は

ノシセプチンと比較して有意に小さいものであった。これは[F/G]NC(l-13)NH2がノシセ

プチン受容体に対して部分アゴニストとして作用していることを示すものである。また、

アンタゴニスト活性を検討した実験では、[F/G]NC(l-13)NH2はlμMではノシセプチンに

よる細胞内cAMP蓄積抑制効果に有意に括抗し、アンタゴ、ニスト活性も有していること

を示した。しかしながら、濃度を上げた 10μMではその括抗作用が消失した。これは[F/

G]NC( 1-13)NH2自身のアゴニスト活性によりアンタゴニスト活性がマスクされてしまった

からではないかと考えられ、この結果からも、[F/G]NC(l-13)NH2は本実験系のノシセプチ

ン受容体に対しては部分アゴニストとして作用しているものと考えられる。本研究結果

と同様に、[F/G]NC(1-13)NH2がノシセプチン受容体に対して部分アゴニストとして作用す

ることは青斑核および、中脳水道周囲灰白質における電気生理学的研究[61、62]やマウス

N1E-115神経芽細胞を用いた研究[63]でも報告されている。

ノシセプチンとアミノ酸配列の相向性の高い内在性ペプチドであるダイノルフイン A

は、低い親和性であるものの、ノシセプチン受容体に結合しアゴニスト結合を示すこと

が報告されている[64]0また、非ペプチド性オピオイドリガンドの中でもロフエンタニル
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(lofentanil)がダイノルフイン Aと同程度で他のリガンドよりも高い親和性でノシセプチ

ン受容体に結合し、アゴニスト活性を示すという報告もなされている[65]0そこで、他の

非ペプチド性オピオイドリガンドの中にもノシセプチン受容体にある程度の親和性で結

合し、アゴニストあるいはアンタゴニスト活性を示すものが存在するのではないかと考

え、まず代表的な非ペプチド性オピオイドリガンドであるモルヒネおよびナロキソンに

ついて検討を行ったが、これらはCHO/NociRにおいて有意なアコQニストおよびアンタゴ

ニスト活性は示さなかった O

ノシセプチンとダイノルフインAが構造的に類似していること、ダイノルフィンAが

ノシセプチン受容体に弱いながらも結合してアゴニスト活性を示すことから、 κオピオ

イド受容体に結合するリガンドがノシセプチン受容体にも結合する可能性が高いのでは

ないかと考え、代表的な非ペプチド性κオピオイド受容体選択的アンタゴニストである

ノルビナルトルブイミン[51]とノルビナルトルフイミンから最近合成された非ペプチド性

κオピオイド受容体選択的アコゃニストであるTRK-820[52]についてノシセプチン受容体に

おけるアゴニストおよびアンタゴニスト活↑空を+食言すした。ノルビナルトルフィミンはア

ゴニスト活性、アンタゴニスト活性いずれも示さなかったが、 TRK-820は10μM以上と

いう高濃度ながらノシセプチン受容体に対してアンタゴニスト活性を示した。TRK-820は

10 VIVOにおいて κオピオイド受容体アンタゴニストにより選択的に抑制される強い抗侵

害受容作用を示すことが報告されており [66]、invitroの研究で、も κオピオイド受容体に高

親和性に結合し、強いアゴニスト活性を示すことも明らかとなっている[18]0 しかし、

TRK-820のinvivoの作用には、嫌悪反応を引き起こさない、モルヒネの耐性形成に影響

を与えない、アジュバント関節炎ラットにおいて正常のラットと同程度の効力で抗侵害

受容作用を引き起こすなど、従来より知られている κI受容体アゴニストであるU50，488H

やICI-199441の作用と異なるものが多い[67・69]。このような 10VIVOの作用の違いはTRK-

820が Kl受容体だけに作用するのではなく、ノシセプチン受容体にもアンタゴニストと

して作用することに由来しているのかもしれない。

TAN-67は非ペプチド性δオピオイド受容体選択的アゴニストとして合成された[53]0

最初は(+)体と(-)体のラセミ混合物として用いられ、 invitroの研究ではペプチド

性δオピオイド受容体選択的アゴニストであるDPDPEと同様の δオピオイド受容体選択

的な強いアゴニスト活性を示す[70]0In vivoの研究で、は、モルヒネの抗侵害受容作用に対

して δオピオイド受容体選択的な増強作用を示すものの、 DPDPEとは異なり TAN-67単

独での抗侵害受容作用は非常に弱いことが報告されている[71、72]。最近になって、(+) 

体と(-)体に分離され、(-)TAN-67はれ受容体選択的な抗侵害受容作用を示したが、

(+) TAN-67は脊髄クモ膜下腔内投与によって逆に痛覚過敏様の作用を引き起こすこと
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が報告された[73]0TAN-67のラセミ混合物の 10VIVOの作用はこれらの作用が打ち消し

あったためではないかと考えられる。この(+)TAN-67による痛覚過敏惹起がノシセプ

チン受容体を介して起こっている可能性も考えられるため、(+)TAN-67および(-) 

TAN-67についてもノシセプチン受容体に対するアゴニストおよびアンタゴニスト活性の

検討を行ったが、両者ともノシセプチン受容体に対してアゴニスト活性もアンタゴニス

ト活性も示さなかった。この結果から、(+)TAN-67の誘発の痛覚過敏惹起はノシセプ

チン受容体を介するものではないことが考えられる。(+)TAN-67の脊髄クモ膜下腔内

投与による痛覚過敏惹起はタキキニンNK，受容体のアンタゴニストによって措抗される

ことより、この作用はサブスタンスPの遊離を介して引き起こされるということが報告さ

れた[74]が、どのような機序でその遊離が起こっているかは未だ明らかではない。

ナロキソンベンゾイルヒドラゾンはオピオイド受容体アンタゴニストであるナロキソ

ンの誘導体であり、 invivoおいて、それ単独の投与により抗侵害受容作用を示すが、オ

ピオイドアゴニストによる抗侵害受容作用に対しては措抗作用を示すという性質を持つ

[54、75]。ナロキソンベンゾイルヒドラゾン単独による抗侵害受容作用はμ、Sあるいは

"1受容体のアンタゴニストにより阻害されないため、これは"3受容体と薬理学的に分

類される受容体に作用しているのではないかと考えられてきた[54]。最近、この"3受容

体とノシセプチン受容体が同ーのものではないかという考えもなされてきており [76]、ナ

ロキソンベンゾイルヒドラゾンがノシセプチン受容体に作用して抗侵害受容作用を示し

ている可能性も考えられるため、本研究でノシセプチン受容体に対するアゴニストおよ

びアンタコゃニスト活'性の検討を行った。その結果、ナロキソンベンゾイルヒドラゾンは

l∞μMという高濃度においてではあるがノシセプチン受容体にアンタゴニスト活性を示
した口本研究結果と同様に、 mVIVOやinvitroにおいて、ナロキソンベンゾイルヒドラゾ

ンがノシセプチンの作用に括抗するという報告もなされており [40、77、78]、さらに、ノ

シセプチン受容体ノックアウトマウスにおいてナロキソンベンゾイルヒドラゾンの抗侵

害受容作用が消失するという報告[78]もなされている。本研究結果と併せて考えると、ナ

ロキソンベンゾイルヒドラゾンはノシセプチン受容体にアンタコゃニストとして作用する

ことによって鎮痛作用を示すという可能性が推察される。ところが、ナロキソンベンゾ

イルヒドラゾンによる鎮痛作用は慢性投与によって耐性を形成すること[75]や、ヒト神経

芽細胞SH-SY5Yにおいてモルヒネと同様に細胞内cAMP蓄積を濃度依存的に抑制すると

いう知見も報告されている[79]。薬物による耐性は、一般的には、アゴニスト投与によっ

て形成されることから、ナロキソンベンゾイルヒドラゾンはノシセプチン受容体とは異

なる"3受容体にアゴニストとして作用して鎮痛効果を示すのではないかとも考えられる。

また、ナロキソンベンゾイルヒドラゾンによる鎮痛作用がノシセプチン受容体ノックア
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ウトマウスで、消失することより、 K1受容体はノシセプチン受容体のスプライシングバリ

アント [80、81]である可能性も考えられる。

本研究結果より、 TRK-820とナロキソンベンゾイルヒドラゾンがノシセプチン受容体

においてアンタゴニスト活性を示すことが示された。さらに最近になって、麻薬括抗性

鎮痛薬の lつであるブプレノルフイン (buprenorphine)がノシセプチン受容体にノシセプ

チンより約10倍程度低い親和性で結合し、ノシセプチン受容体の完全アゴニストとして

作用することが報告された[82]0ロフエンタニルを含めて、これらのノシセプチン受容体

にアゴニストあるいはアンタゴニスト活性を示すことが明らかとなった非ペプチド性リ

ガンドは、ノシセプチン受容体よりも高い親和性でオピオイド受容体に作用することが

知られているため、これらのリガンドそのものをノシセプチン受容体のアゴニストある

いはアンタゴニストとして用いることは不適当であると考えられる。しかしながら、本

研究結果はこれら化合物がノシセプチン受容体の非ペプチド性リガンド創製のためのリー

ド化合物となる可能性を示すものである。
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総括および結論

著者は、本研究においてラット μ、κオピオイド受容体およびヒトノシセプチン受容

体cDNAを用いてキメラ受容体および変異型受容体を作製し、これらを用いた研究によ

り以下の新知見を得た。

1. μオピオイド受容体選択的リガンドである DAMGOによる μ/κ受容体間識別に

は、 κ受容体第6膜貫通部位と第3細胞外ループの境界領域に存在するの297番目の

グルタミン酸残基と第3細胞外ループと第7膜貫通部位の境界領域に存在する310番

目のセリン残基、 312香目のチロシン残基および313番目のチロシン残基と μ受容体

の対応する位置に存在する 303番目のリジン残基、 316番目のパリン残基、 318番目

のトリプトファン残基および319番目のヒスチジン残基の 4アミノ酸残基の違いが重

要であることを明らかにした。

2. 非選択的オピオイドリガンドであるブレマゾシンによるオピオイド受容体とノシ

セプチン受容体問の識別には、ノシセプチン受容体の第2細胞外ループと第5膜貫通

部位との境界領域に存在する216番目のアラニン残基および第6膜貫通部位に存在す

るパリン残基、グルタミン残基、パリン残基とオビオイド受容体のそれぞれの対応す

る位置に存在するリジン残基、イソロイシン残基、ヒスチジン残基、イソロイシン残

基の4アミノ酸残基の違いが重要であるということを明らかにした。

3. クローン化ヒトノシセプチン受容体を安定的に発現したCHO細胞を樹立し、ノシ

セプチン受容体に対するリガンドのアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性を評価

できる実験系を確立した。本実験系を用いて、いくつかの非ペプチド性オピオイドリ

ガンドのノシセプチン受容体に対するアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性を検

討し、TRK-820およびナロキソンベンゾイルヒドラゾンが高濃度においてではあるが

アンタゴニスト活性を示すことを明らかにした。

以上のように、オピオイドリガンドによるオピオイド受容体ファミリーの受容体問識

別は細胞外ループと膜貫通部位の境界領域に存在する数個のアミノ酸残基の違いの認識

によって行われていることを明らかにした。このことは、リガンドのわずかな構造変化

によって別の受容体に結合する化合物を合成することが可能であることを示唆するもの

である。さらに、いくつかの非ペプチド性オピオイドリガンドがノシセプチン受容体に

対してアンタゴニスト活性を示すことを明らかにし、ノシセプチン受容体に特異的に結

合する非ペプチド性のアゴニストあるいはアンタゴニスト創製のための基礎的知見を与

えた。
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