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研究成果の概要（和文）：麻酔薬・鎮痛薬の作用機序にGs結合型GPCR、Gi結合型GPCRがどのように関与するか研
究を行った。今回の研究では、アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて、トラマドールとその主な活性代謝
物であるO-デスメチルトラマドール（M1）がμORの機能に及ぼす影響を調べた。その結果、トラマドールとM1は
濃度依存的にDAMGO刺激によるCl電流を抑制した。この結果からトラマドールとM1はμORに直接影響を及ぼすこ
とが明らかになった。さらに、ヒドロモルフォンによるμORシグナルを検討した。ヒドロモルフォンは濃度依存
的に電気抵抗値を上昇させ、cAMP量を抑制し、緩徐な細胞内陥入が観察された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effects of tramadol and its main active 
metabolite O-desmethyltramadol (M1), on the function of μORs using Xenopus oocytes expressing 
cloned human μORs. The effects of tramadol and M1 were evaluated using the Ca(2+)-activated Cl(-) 
current assay method for G(i/o)-protein-coupled receptors by using a μOR fused to G(qi5) (μOR-G
(qi5)) in Xenopus oocytes. Tramadol and M1 also evoked Cl currents in the oocytes expressing μOR-G
(qi5); however, relatively higher concentrations (compared to DMAGO [(D-Ala(2), N-MePhe(4), Gly(5)
-ol)-enkephalin] ) were necessary to induce such currents. Tramadol and M1 had a direct effect on μ
ORs expressed in Xenopus oocytes. The μOR signal by Hydromorphone was examined. Hydromorphone 
increased the electrical resistance in a concentration-dependent manner, suppressed the amount of 
cAMP.

研究分野：麻酔科学

キーワード： 麻酔薬　Gs蛋白共役型受容体　Gi蛋白共役型受容体　トラマドール　オピオイド受容体　ヒドロモルフ
ォン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はGs蛋白またはGi蛋白をカルシウム動員型Gq蛋白と融合させたキメラＧ蛋白共役型受容体を作製して、ア
フリカツメガエル卵母細胞発現系に発現させ、GsならびにGi結合型GPCRに対する作用を細胞内カルシウムの変動
で測定する方法で、麻酔薬、鎮痛薬のＧ蛋白共役型受容体に対する影響を観察するものである。今回の研究で
は、トラマドールとO-デスメチルトラマドール（M1）がこの結果からトラマドールとM1はμORに直接影響を及ぼ
すことが明らかになった。これらの方法は麻酔薬や鎮痛薬に広く応用ができ、今後の麻酔薬、鎮痛薬の機能解析
の一助になるものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
麻酔薬や鎮痛薬の薬理機序は未だに解決されていない。麻酔薬や鎮痛薬の薬理機序には GABAA
受容体やニコチン性アセチルコリン受容体などのイオンチャネルへの作用が主であると考えら
れてきたが（Nature 1998 ,392:390-7）、現在ではそれだけでは説明できないことが明らかにな
り、麻酔薬や鎮痛薬のメカニズム解明のための新たな理論が求められている。最近のヒューマ
ンゲノムプロジェクトの進展により、生体内リガンドが見つかっていないＧ蛋白共役型受容体
（GPCR）が実に 100 種類以上存在することが明らかになってきた。これらの GPCR の多くは中枢
神経系に発現しており、麻酔薬・鎮痛薬の作用機序に関係していることが予想されている。未
知の GPCR を含めて、GPCR の鎮痛への関与を詳細に検討することは、鎮痛薬・麻酔機序を考え
る上できわめて重要である。 
 我々の研究グループは今まで『麻酔薬・鎮痛薬の薬理機序に GPCR は重要な役割を演じている』
という仮説を立て、アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて麻酔薬の Gq 蛋白結合 GPCR に
対する様々な作用を継続的に報告してきた（以下総説参照 Minami K, Uezono Y. J Anesth. 
2013;27:284-92. Minami K, Uezono Y,et al. J Pharmacol Sci. 2007 103:253-60. Minami K, 
Uezono Y. Curr Pharm Des .2006;12:1931-7）。サブスタンス P 受容体などの Gq 結合型 GPCR
に関しては、麻酔薬や鎮痛薬の薬理機序に関係しているという一定の知見を集積することがで
きている。しかし、循環器系に大きな影響を及ぼβアドレナリン受容体、ドーパミン受容体を
はじめとしたGs結合型GPCRや血管収縮作用を持つα1アドレナリン受容体や鎮痛に関与するα

2アドレナリン受容体のような Gi結合型 GPCR に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用についてはほとん
ど手つかずである。 
 また、GPCRは長年ホモマーとして働いていると考えられていたのであるが、近年多くのGPCR
がホモオリゴマー、あるいは他の受容体とのヘテロマーを形成して細胞膜に発現していることが
明らかとなってきた。1999年にオピオイドκ、δ受容体がヘテロダイマーを形成し、かつそのヘ
テロダイマーが単独での受容体の薬物特性とは異なることがわかり、生体での薬物特性はこれら
ヘテロダイマーの存在も考慮すべきであるという報告がなされた。その後相次いで、痛覚に関連
するGPCRヘテロダイマーが存在することが判明し、かつヘテロダイマーが生体で重要な働きを持
っていることが次々と判明してきている。この事実は、単体のクローン化受容体から得られる薬
物特性のみの解析するだけではもはや不十分であり、ヘテロマー受容体での薬物の反応を考慮す
べきであるという示唆である。果たして麻酔薬・鎮痛薬はホモマーGPCR、ヘテロマーGPCRにいか
なる作用を示すのか？この問題は新たな麻酔薬・鎮痛薬の薬理機序を解明する新たな理論構築の
可能性として極めて興味深い。このように、麻酔薬・鎮痛薬のGs、Gi結合型受容体への作用や麻
酔薬・鎮痛薬のホモマーGPCR、ヘテロマーGPCRへの作用を解明することは、『麻酔薬・鎮痛薬の
薬理機序にGPCRは重要な役割を演じている』という仮説を証明するために避けては通れない重要
な問題である。 

 
２．研究の目的 
本研究は、Gs蛋白、Gi 蛋白をカルシウム動員型 Gq蛋白と融合させたキメラＧ蛋白受容体を作
製、用いることにより、Gs ならびに Gi 結合型 GPCR に対する作用を細胞内カルシウム(Ca2+)
の変動で測定する方法を開発し、幅広く GPCR に対する作用を幅広く解析する技術を確立した。
この技術により GPCR の麻酔薬・鎮痛薬の薬理機序における役割を総合的に解析する事ができる。
今回の研究では、麻酔薬・鎮痛薬の作用機序に Gs結合型 GPCR、Gi 結合型 GPCR がどのように関
与するかを、さらに麻酔薬・鎮痛薬がこれらのホモマーGPCR、ヘテロマーGPCR にどのような作
用を示すのかを明らかにするために、アフリカツメガエル卵母細胞発現系、培養後根神経節細
胞を用いて以下の研究を行う。 
(1) アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて Gs 蛋白と Gq 蛋白とのキメラ G 蛋白を用いた
手法で、βアドレナリン受容体とドーパミン受容体（D1、D5）への麻酔薬・鎮痛薬の影響を
明らかにする。 
(2)アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて、Gi蛋白と Gq蛋白とのキメラ G蛋白を用いた
手法で、α1、α2アドレナリン受容体、ドーパミン受容体（D２、D３、D4）、オピオイド受容
体(µ,κ,δ)に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響を明らかにする。 
(3)これらの作用に Protein Kinase C などの細胞内リン酸化酵素が関与するか検討する。 
(4)現在までアフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて明らかとなった麻酔薬・鎮痛薬の Gq
結合型 GPCR への作用を培養脊髄後根神経節細胞で検証する。 
(5) アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて、α2アドレナリン受容体、オピオイド受容体



のホモマーGPCR、ヘテロマーGPCR に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用を明らかにする。 
以上の検討をすることにより、麻酔薬・鎮痛薬の薬理機序に関して GPCR がどのような役割を演
じているのかを総合的に解析し、麻酔薬、鎮痛薬の薬理機序の新しい理論を構築したい。 
 
３．研究の方法 
 
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてGs蛋白あるいはGi蛋白とGq蛋白とのキメラG
蛋白を結合した RNAを発現させ、①Gs結合型 GPCR（βアドレナリン受容体、ドーパミン受
容体）への麻酔薬・鎮痛薬の作用解析②Gi 結合型 GPCR(α1アドレナリン受容体、α2アドレ
ナリン受容体、オピオイド受容体(µ,,))に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用解析を行い、さらに
これらに対する④Protein Kinase Cなどの細胞内リン酸化酵素の関与を解析する。さらに、Gq
結合型 GPCR への麻酔薬・鎮痛薬の作用を培養後根神経節細胞を用いて確認する。更に⑤α2

アドレナリン受容体、オピオイド受容体(µ,,)のホモマーGPCR、ヘテロマーGPCRに対する
麻酔薬・鎮痛薬の作用解析を行う。以上により GPCRへの薬理作用を総合的に解析する。 
 
検討する麻酔薬、鎮痛薬は以下のものとする。 
吸入麻酔薬：ハロセン、イソフルラン、セボフルラン、エンフルラン、ジエチルエーテル 
静脈麻酔薬：ケタミン、プロポフォール、ペントバルビタール、デクスメデトミジン 
鎮痛薬：トラマドール 
 (1)βアドレナリン受容体への麻酔薬・鎮痛薬の作用解析 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてβアドレナリン受容体と Gs蛋白と Gq蛋白との
キメラ G蛋白を結合した RNA を発現させ、アドレナリンで刺激しβアドレナリン受容体に対す
る麻酔薬・鎮痛薬の影響を明らかにする。 
 (2)ドーパミン受容体への麻酔薬・鎮痛薬の作用解析 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてドーパミン受容体（D1、D5：Gs 共役型、および
D2、D3、D4：Gi 共役型）にそれぞれ、Gsならびに Giを Gq 蛋白と融合させたキメラ G蛋白 RNA
を発現させ、ドーパミンで刺激しドーパミン受容体に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響を明らかに
する。 
 (3)α1アドレナリン、α2アドレナリン受容体に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用解析 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて CGRP 受容体と Gi 蛋白と Gq 蛋白とのキメラ G
蛋白を結合した RNA を発現させ、アドレナリンで刺激しα1アドレナリン受容体,α2アドレナ
リン受容体に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響を明らかにする。 
 (4)オピオイド受容体(µ,κ,δ)に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用解析 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてオピオイド受容体(µ,κ,δ)とGi蛋白とGq蛋白
とのキメラ G 蛋白を結合した RNA を発現させ、DAMGO 等のアゴニストで刺激しオピオイド受容
体(µ,κ,δ)に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響を明らかにする。 
 (5)Protein Kinase C などの細胞内リン酸化酵素が関与の解明 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて各受容体に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響が細胞
内リン酸化酵素阻害薬(GF109203X)によって抑制されるかどうかを確認する。 
 (6)培養後根神経節細胞を用いた GPCR に対する麻酔薬・鎮痛薬の影響 
 培養後根神経節細胞にはサブスタンス P受容体など多くの Gq 結合型 GPCR が存在する。これ
に対して麻酔薬、鎮痛薬が抑制するかどうかを細胞内 Ca2+動態(Ca2+測定装置は現有)で観察す
る。 
(7)アフリカツメガエル卵母細胞系を用いてα2アドレナリン受容体、各種オピオイド受容体(µ,
κ,δ)のホモマーGPCR、ヘテロマーGPCR に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用測定 
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてα2アドレナリン受容体、µ,κ,δオピオイド受容
体のホモマーGPCR、ヘテロマーGPCR に対する麻酔薬・鎮痛薬の作用するのか測定する。 
 
４．研究成果 
トラマドールの薬理作用解明 
トラマドールは数十年間鎮痛剤として使用されてきた。μ-オピオイド受容体（μOR）は、オピ
オイドの鎮痛作用を媒介する主要な受容体であると考えられてきた。μOR はトラマドールの作
用部位の 1つであると考えられてきたが、トラマドールがμOR のアゴニストであるかどうかを
直接証明する報告はない。本研究では、クローンヒトμORを発現するアフリカツメガエル卵母
細胞を用いて、トラマドールとその主な活性代謝物である O-デスメチルトラマドール（M1）が
μORの機能に及ぼす影響を調べた。トラマドールと M1の効果は、G（qi5）に融合したµOR（µOR-G）
を用いて、G(i/o)-タンパク質共役受容体に対する Ca2+-活性化 Cl-電流アッセイ法を用いて評価
した。DAMGO [（D-Ala（2）、N-MePhe（4）、Gly（5）-ol） - エンケファリン]は濃度依存的に
μOR-G（qi5）を発現する卵母細胞において Cl-電流を誘発した。トラマドールと M1はまた、µOR-G
を発現している卵母細胞に Cl-電流を誘発した（qi5）。しかしながら、そのような電流を誘導
するためには比較的高い濃度（DAMGO と比較して）が必要であった。トラマドールと M1は、ア
フリカツメガエル卵母細胞で発現したµORに直接影響を及ぼしました。モノアミン取り込み系



および数種類のリガンド依存性イオンチャネルはトラマドールの標的の 1つであると考えられ
ているが、トラマドール誘発抗侵害受容は少なくとも部分的には、μOR の直接活性化によって
仲介され得る。 
 
アセトアミノフェンならびに AM404 のオピオイド受容体に対する作用解析 
アセトアミノフェンならびに AM404 単独処置による各種オピオイド受容体の活性評価を行った
ところ、両薬はいずれのオピオイド受容体に対してもアゴニスト活性を示さないことを明らか
にした。次に、医療用麻薬モルヒネによる各種オピオイド受容体活性化に対するアセトアミノ
フェン、AM404 の効果について解析した。その結果、アセトアミノフェンおよび AM404 はフェ
ンタニルによる MOR 活性を増強したが、両薬物は DOR, KOR 活性に対して無影響だった。以上の
結果より、アセトアミノフェンとフェンタニルの併用による鎮痛作用に MOR 活性促進作用が関
与する可能性が示唆された。現在、他の(1)から(3)についても研究を進めている段階である。 
 
医療用麻薬のオピオイドシグナリングに関する研究 
今年度は今回のテーマと並行して、宮野らを中心に解析を行ってきた医療用麻薬のオピオイド
シグナリングについての研究が進捗を見せている。医療用麻薬（モルヒネ、フェンタニル、オ
キシコドン、ヒドロモルフォン）はμORを介して鎮痛作用を発揮する。しかし、各薬剤により
鎮痛作用の強さや副作用および鎮痛耐性の発生が異なる。この違いは各薬剤によるμORを介し
た細胞内シグナル伝達経路の違いに基づく。近年、μOR を活性化により Gタンパク質依存的シ
グナルおよびβアレスチン依存的シグナルを活性化することが知られている。G タンパク質依
存的シグナルは、Gi/o タンパク質を活性化し、アデニル酸シクラーゼを抑制による細胞内 cAMP
量の低下、ならびにカルシウムチャネルの抑制、カリウムチャネルの活性化などにより鎮痛作
用を示す。一方、アレスチン依存的シグナルは、Gprotein-coupled receptor kinase による受
容体のリン酸化、βアレスチンのμORへのリクルートメントによるμORの細胞内陥入などによ
り、鎮痛耐性に関与する。本研究では、μOR活性化により変化する細胞内外の電気抵抗値なら
びに細胞内 cAMP 量、μORの細胞内陥入を指標に、ヒドロモルフォンによるμORシグナルを 
医療用麻薬と比較した。方法は HaloTag-μOR 安定的発現 HEK293 細胞を用いた。その結果、医
療用麻薬は濃度依存的に電気抵抗値を上昇させ、その EC50 値はフェンタニル＜ヒドロモルフォ
ン＜モルヒネ＜オキシコドンの順であった。また、全ての医療用麻薬は濃度依存的に cAMP 量を
抑制した。加えて、フェンタニルは急峻かつ顕著なμOROR の細胞内陥入を引き起こす一方、ヒ
ドロモルフォン、モルヒネおよびオキシコドンでは緩徐な細胞内陥入が観察された。本研究に
より、各種医療用麻薬はそれぞれ異なるμORシグナリングを示すことが明らかとなった。 
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