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研究成果の概要（和文）： 

μオピオイド受容体の Asn 結合型糖鎖修飾に遺伝子多型を有する HMI マウス系統からコン
ジェニックマウス Oprm1

HMI/HMI を作出した。Oprm1
HMI/HMI マウスではモルヒネの鎮痛作用が有

意に亢進しており、糖鎖修飾部位の増加により麻薬性鎮痛薬の効果が亢進すると考えられる。
この Oprm1

HMI/HMIマウスはヒトμオピオイド受容体遺伝子多型のモデルとして有用である。今
回得られた結果は、Asn 結合型糖鎖修飾変異体の強制発現細胞株を用いた解析をさらに進める
ことで、効果の高い鎮痛薬の開発に貢献すると期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We established a congenic mouse strain (Oprm1
HMI/HMI) from wild-derived HMI inbred mice. The 

Oprm1
HMI/HMI congenic mice exhibited increased antinociception induced by morphine in the 

tail-flick and hot-plate tests. These data indicated that N-linked glycosylation of the  opioid 

receptor would influence the effects of opioid analgesics. The congenic mouse is useful strain for 

analyzing the effects of N-linked glycosylation of the  opioid receptor in vivo. The further studies 

with mutants of the N-linked  opioid receptor glycosylation would absolutely contribute to the 

development of effective analgesics. 
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１．研究開始当初の背景 

モルヒネやフェンタニルなど麻薬性鎮痛
薬や、内因性オピオイドペプチドである
dynorphin や endorphin は主に脳において発現
するオピオイド受容体に作用しその効果を
発揮する。サブタイプが 3 種類存在するオピ

オイド受容体の中で、ミュー（μ）オピオイ
ド受容体はモルヒネやフェンタニルの主要
な受容体であり、主作用である鎮痛効果だけ
でなく、依存効果、鎮痛耐性、呼吸抑制効果
など副作用においても主要な働きを担って
いることが遺伝子欠損マウスを用いた解析
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で明らかになっている。 

このμオピオイド受容体については、遺
伝子構造が明らかにされ（Ide et al. (2005) 

Gene 365:139-145; Han et al. (2006) 

Pharmacogenet Genomics 16:451-460）、転写制
御についても多くの研究者により解析され
ている（Kasai et al. (2006) Psychiatry Clin. 

Neurosci. 60:S11-17）。μオピオイド受容体は、
翻訳後に様々な修飾を経て、7 回膜貫通 G 蛋
白質共役型受容体として機能する。特に、細
胞膜外に位置するアスパラギン（Asn）結合
型糖鎖修飾部位（Asn-X- Ser/Thr/Cys、X は全
てのアミノ酸が可）は、マウスで 4 箇所、ラ
ット及びヒトでは 5 箇所と多く、また生物種
間でも高い保存性を保っている。マウスμオ
ピオイド受容体蛋白質は western blotting で約
60~67 kDa の migrating band として検出され、
4 箇所ある Asn 結合型糖鎖修飾のパターンに
複数あることが推測される。さらに、糖鎖を
除去すると約 40 kDa にまで分子量が低下す
ることから、この差に相当する糖鎖が細胞外
の N 末端に付加されていることを考えると、
モルヒネやフェンタニルといったリガンド
の結合性及び特異性に与えるAsn結合型糖鎖
修飾の影響は大きいと考えられる。 

ヒトのμオピオイド受容体遺伝子につい
て、5 箇所ある Asn 結合型糖鎖修飾部位の一
つにアミノ酸置換を引き起こす一塩基多型
（A118G, Asn40Asp）が解析されており、特に
アジア人種ではマイナーアレル頻度が約
40%と高く、研究代表者らはモルヒネ及びフ
ェンタニルの鎮痛効果と関連することを報
告 し て い る （ Hayashida et al. (2008) 

Pharmacogenomics 9:1605-1616; Fukuda et al. 

Pain 147:194-201）。この一塩基多型が受容体
のリガンドとμオピオイド受容体との結合
性に与える影響について、変異体（118G）を
発現させた細胞株の解析により報告されて
いるが、統一的な見解が得られていない。そ
の理由として、発現細胞株により Asn 結合型
糖鎖修飾が変化している可能性、リガンドと
の結合性は、リガンドの種類と Asn 結合型糖
鎖修飾部位の組み合わせで決定される可能
性が考えられる。 

また、研究代表者らは、野生由来近交系
マウスの解析により、μオピオイド受容体遺
伝子上に複数の遺伝子多型を同定している
が （ Shigeta et al. (2008) Pharmacogenet 

Genomics 18:927-936）、その際に HMI マウス
系統が Asn 結合型糖鎖修飾部位を 4 箇所から
5 箇所へ 1 箇所追加する遺伝子多型（G164A, 

Ser55Asn）を有することを見出しており、こ
の遺伝子多型は麻薬性鎮痛薬の鎮痛効果に
影響を与えることが予想される。 

 

２．研究の目的 

μオピオイド受容体は、モルヒネやフェ

ンタニルといった麻薬性鎮痛薬の主要な受
容体であり、遺伝子欠損マウスなどを用いて
様々な麻薬性鎮痛薬の効果が解析されてい
る。このμオピオイド受容体は、7 回膜貫通
G 蛋白質共役型受容体であり、アミノ末端は
細胞外に突出している。このアミノ末端には、
マウスで 4 箇所、ラット及びヒトで 5 箇所の
糖鎖修飾部位（Asn-X-Ser/Thr/Cys）を有し
ており、この糖鎖修飾がモルヒネなどのリガ
ンド特異性に重要であることは示唆されて
いるが詳細は明らかではない。本研究では、
この糖鎖修飾部位の変異体やこの糖鎖修飾
に変異を有する HMI マウス系統を用いて、
μオピオイド受容体の作動薬及び拮抗薬の
特異性を検討し、リガンドに対する各糖鎖修
飾の重要性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

マウスμオピオイド受容体遺伝子の Asn

結合型糖鎖修飾変異体を強制発現させた細
胞株を用いて、μオピオイド受容体作動薬及
び拮抗薬の作用に与える影響を解析する。ま
た、麻薬性鎮痛薬の鎮痛効果について HMI

マウス系統を用いて解析し、個体レベルにお
いて糖鎖修飾の影響を明らかにする。 

マウスμオピオイド受容体の Asn 結合型
糖鎖修飾変異体は、すべてが変異しているも
の（1 変異体）、一箇所のみ変異しているもの
（4 変異体）、一箇所以外変異しているもの（4

変異体）、HMI 型変異体（1 変異体）の計 10

変異体を作製する。変異株を安定発現する
HEK293 細胞株を用いて、免疫染色により細
胞内取り込みについて解析する。 

HMI マウス系統は野生由来近交系マウス
であるため、対照となる C57BL/6 系統に戻し
交配を行ない、HMI コンジェニックマウス
（Oprm1

HMI/HMI）を作成する。Oprm1
HMI/HMI

マウスの遺伝子背景は一塩基遺伝子多型
（SNPs）を用いて検定し、コンジェニックマ
ウスとして用いることが出来るか評価を行
なう。Oprm1

HMI/HMIコンジェニックマウスを
用いて tail -flick test 及び hot-plate test により
モルヒネ感受性を解析する。 

 

４．研究成果 
pcDNA 3.1 vector にマウスμオピオイド

受容体 cDNA をクローニングし、計 10 種の
Asn 結合型糖鎖修飾変異体を作製した。これ
ら変異体の安定発現 HEK239 細胞株を作出し、
μオピオイド受容体作動薬及び拮抗薬の作
用を解析中である。 

G164A 遺伝子多型を指標にして、HMI 系
統を C57BL/6（B6）遺伝子背景に戻し交配し
て作成した Oprm1

HMI/HMIコンジェニックマウ
スの遺伝子背景の解析を行った。遺伝子背景
の解析には Illumina Mouse MD Linkage Panel

を用い、1,449 SNPs（Chr. 1-19, X）において



 

 

遺伝子型判定を行った。HMI 系統及び
C57BL/6J 系統間では 699 SNPs で塩基に違い
があり（223 SNPs では HMI 系統若しくは
Oprm1

HMI/HMI マウスで検定不可）、rs29368538

においてのみ Oprm1
HMI/HMI マウスの遺伝型が

HMI マウス系統の遺伝型と一致した。
rs29368538 遺 伝 子 多 型 は Chr. Position: 

3987385 (MGSCv37, Build37.1)であり、Oprm1

遺伝子（Chr. Position: 3309495-3557272）と同
じ Chr. 10 に位置する。遺伝型判定を行った
SNPs の中で HMI 系統及び B6 系統間で塩基
の異なる最も近傍の SNP は rs6185923 (Chr. 

Position: 5378624)で、Oprm1
HMI/HMIマウスの遺

伝型は B6 系統であることから、Oprm1
HMI/HMI

マウスでは Oprm1 遺伝子を含む最大約 5 Mbs

を除き B6 系統へ戻し交配が完了していると
考えられる。 

Oprm1
HMI/HMI コンジェニックマウスにお

いて、熱刺激に対する閾値を tail-flick test 及
び hot-plate test により測定した結果、
Oprm1

HMI/HMI コンジェニックマウスマウスで
は Oprm1

B6/B6マウスと比較してモルヒネ感受
性が有意に亢進していた。B6 型μオピオイド
受容体遺伝子には 4 箇所の Asn 結合型糖鎖修
飾部位が存在し、HMI 型μオピオイド受容体
遺伝子では 5 箇所に増加する。これら糖鎖修
飾の変化がオピオイドリガンドの結合性ま
たは下流の情報伝達に影響を及ぼした結果、
HMI 系統でモルヒネ感受性亢進が引き起こ
されたと考えられる。ヒトμオピオイド受容
体遺伝子の遺伝子多型 A118G は、Asn 結合
型糖鎖修飾部位を 5 箇所（118A）から 4 箇所
（118G）へ減少させる。これまでにモルヒネ
やフェンタニルなどμオピオイド受容体作
動薬の作用が、変異型 118G の保有者で低下
していることが多く報告されている。今回、
Oprm1

HMI/HMI コンジェニックマウスマウスで
鎮痛薬感受性が亢進したことは、μオピオイ
ド受容体遺伝子多型の解析結果と一致する。
本研究結果より、HMI 系統はμオピオイド受
容体糖鎖修飾部位変異体のモデルとして有
用であることが示された。 

本研究により明らかになりつつある薬物
感受性におけるマウス系統差の遺伝子メカ
ニズムは、将来的にはヒト個人差の分子メカ
ニズムの解明に繋がると考えられる。モルヒ
ネの精神依存、身体依存などの深刻な副作用
を最小限に抑えつつ、効果的な慢性疼痛治療
を可能とするテーラーメイドの緩和医療に
道を拓くことが期待できる。 
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