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研究成果の概要（和文）：がんの鎮痛に使用されるモルヒネの反復投与による鎮痛耐性と副作用の問題に対し、
我々はモルヒネ代謝物であるモルヒノンを同定し、その親電子性に注目し、以下の成果を得た。1. モルヒノン
はKeap1を親電子修飾し、Nrf2経路を活性化、抗酸化や薬剤耐性に関与する遺伝子の発現を誘導した。2. HSP90
を修飾し、HSF1経路を活性化、抗アポトーシスに関与する遺伝子の発現を促進した。3. Aktをリン酸化し、CREB
経路を活性化、Bcl-2の発現を誘導した。これらの結果は、モルヒノンが酸化還元シグナル伝達を介して遺伝子
発現を制御し、鎮痛耐性に関与する可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：To address the problem of analgesic tolerance and side effects caused by the
 repeated administration of morphine for cancer analgesia, we identified morphinone, a morphine 
metabolite, and focused on its electrophilic properties, with the following results: 1. Morphinone 
electrophilically modified Keap1, activating the Nrf2 pathway and inducing the expression of genes 
involved in antioxidation and drug resistance. 2. Morphinone modified HSP90, activating the HSF1 
pathway and promoting the expression of genes associated with anti-apoptosis. 3. Morphinone 
phosphorylated Akt, activating the CREB pathway and inducing the expression of Bcl-2. These results 
indicate that morphinone regulates gene expression via redox signaling and may be involved in 
analgesic tolerance.

研究分野：実験病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
モルヒネの代謝については、これまでの数多くの研究から、多くの代謝物が単離・同定され、代謝物の鎮痛活性
や毒性についても評価されているが、未解明の部分も多い。本研究課題では、親電子性を有するモルヒノンを介
した直接的または間接的なシグナル伝達経路を同定し、モルヒノンの新たな生理活性物質としての役割を明らか
にすることに成功した。モルヒノンのように耐性・生体防御への関与が示唆されるモルヒネ代謝物は明らかにさ
れておらず、モルヒノンが耐性形成を軽減する薬剤開発のターゲットとなることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんの鎮痛目的でのモルヒネの使用量が年々増加している一方で、反復投与により鎮痛効果が
減弱する鎮痛耐性と、耐性形成に起因する副作用が問題となっている。現時点で、鎮痛効果を持
続させたまま副作用のリスクを減らす治療は、不可能であるため、副作用を抑えた疼痛緩和治療
の実現が、世界的に求められている。モルヒネは、がん患者の疼痛をはじめ、種々の疼痛緩和治
療の主役を担う薬剤として世界的に頻用されている。一方、反復投与により鎮痛耐性が生じ、投
与量を増やすことで鎮痛効果を維持するため、過量投与が行われ副作用の危険が増すことが臨
床での深刻な問題となっている。当研究室では、モルヒネの代謝経路として親電子性を有するモ
ルヒノンを中間代謝物とする経路が生体内に存在することを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、モルヒネ代謝物モルヒノンに着目し、モルヒノンとセンサータンパク質との結合解
析、モルヒノンによる遺伝子発現変動解析を行い、生理活性物質としての役割を明らかにするこ
とで、耐性形成および副作用を抑えた疼痛緩和治療の実現に近づける。 
 
３．研究の方法 
【細胞の処理】HepG2 細胞に対して、親電子性を有するモルヒネ代謝物であるモルヒノン、ま
たは C7-C8 二重結合を持たず親電子性を有さないモルヒネ代謝物ジヒドロモルヒノンを添加し
て処理した。Nrf2または HSF1のノックダウン細胞は、siRNAトランスフェクションにより作製
した。【センサータンパク質とモルヒノンの結合解析】ビオチン-PEAC5-マレイミド（BPM）ア
ッセイを用いて、センサータンパク質の S-修飾を評価した。【核移行やリン酸化の分析】ウエス
タンブロッティングを用いて、センサータンパク質およびその下流タンパク質の検出を行った。
【遺伝子発現変動の解析】細胞から RNAを抽出し、cDNAを合成後、特異的プライマーを用い
て qPCRを行った。【細胞生存率】CCK-8アッセイを用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(１ ) モルヒノンによる
Keap1/Nrf2 経路の活性化に関
する研究:モルヒノンによる
Keap1/Nrf2 経路の活性化につ
いて解析を行い、そのメカニズ
ムの解析に成功した。(Matsuo, 
K. et al., Biol. Pharm. Bull., 46(2), 
338-342 (2023)). 以下に具体的
な成果（①〜④）を述べる。 
 
①  Keap1 の S-修飾が Nrf2 の
活性化に関与するため、まず、
HepG2 細胞がモルヒノンに曝
露された際の Keap1 修飾を、
BPMを用いた間接アッセイで評価した。BPMはタンパク質の遊離チオール基を標識し、その結
果、BPMで標識されたタンパク
質の量は S-修飾の量と逆相関す
る。図 1Aに示しているように、
モルヒノン処理後のHepG2細胞
ではBPMで標識されたKeap1の
量が減少しており、このことは
モルヒノンによってNrf2が活性
化されることを示している。予
想通り、モルヒノン曝露は濃度
および時間依存的にNrf2を活性
化した（図 1B、C）。 
 

② モルヒノンは Nrf2 の核への

移行を促進した（図 2A）。対照的

に、親電子性を有さないジヒド

ロモルヒノンはNrf2の核移行を
促進しなかった（図 2B）。これら
の結果は、モルヒノンが Keap1
の修飾を通じて Keap1/Nrf2経路
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Fig. 1. Modification of Keap1 and Accumulation of Nrf2 in HepG2 Cells. 
 
② モルヒノンは Nrf2の核への移行を促進した（図 2A）。対照的に、親電子性を有さないジヒド
ロモルヒノンは Nrf2の核移行を促進しなかった（図 2B）。これらの結果は、モルヒノンが Keap1
の修飾を通じて Keap1/Nrf2 経路を活性化することを示唆しているが、修飾の正確な位置を特定
するためにはさらなる解析が必要である。 

 
 
Fig. 2. Nrf2 during Exposure of HepG2 Cells to Morphine or Dihydromorphinone. 
 
③ Nrf2は第 II相薬物代謝酵素（GCLM、GCLC、GSTsなど）、第 III相輸送体（多剤耐性関連タ
ンパク質（MRPs）、システイン/グルタミン酸輸送体（xCT/SLC7A11 など）および抗酸化タンパ
ク質（HO-1など）を協調的に調節する。そこで、モルヒノンが Nrf2の下流遺伝子の発現に与え
る影響について qPCRにより解析した。モルヒノン曝露は HepG2細胞において GCLM、GCLC、
GSTA1、HO-1、SLC7A11、および ABCC2（MRP2）の発現レベルを有意に増加させた（図 3）。 

 
 
Fig. 3. Upregulation of Genes Downstream of Nrf2 by Morphine Exposure. 
 
④ siRNAを用いた Nrf2のノックダウンにより、モルヒノンを介した GCLM、SLC7A11、および
ABCC2の発現誘導が有意に抑制された（図 4）。このことは、Nrf2の活性化にモルヒノンが重要
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Fig. 4. Effect of Nrf2 Knockdown on the Expression of GCLM, ABCC2, and SLC7A11 in Morphinone-
Treated HepG2 Cells. 
 
（２） モルヒノンによる HSP90/HSF1 経路の活性化に関する研究:モルヒノンによる
HSP90/HSF1経路の活性化について解析を行い、そのメカニズムの解析に成功した。(Matsuo, K. 
et al., Biol. Pharm. Bull., 46(2), 334-337 (2023)). 以下に具体的な成果（①〜②）を述べる。 
 
① モルヒノンによる HSP90の修飾について BPM標識を用いて評価した。HepG2細胞をモルヒ
ノンで処理すると、細胞内の HSP90 が修飾された（図 5B）。また親電子性を有するモルヒノン
は HSF1の核への移行を促進した（図 5C）。一方で、親電子性を有さないジヒドロモルヒノンは
HSF1 の核移行を促進しなかった（図 5D）。これらの結果は、HSF1 がモルヒノンによる HSP90
の S-修飾に応答して複合体から解離することを示唆している。HSP90 にはストレス誘導型
HSP90と恒常的に発現する HSP90の 2 つのアイソフォームがあり、これらには 6 つのシステ
イン残基が存在する。以前の研究では、環境中に存在する親電子物質であるカドミウムや 1,4-ナ
フトキノンが HSP90の Cys412および Cys564を修飾することが示されている (Abiko et al., Free. 
Radic. Biol. Med, 104, 118-128 (2017); Shinkai et al., Toxicol. Sci., 156, 412-421 (2017))。Cys564は内
因性の親電子物質である 4-ヒドロキシノネナールによっても修飾されることが示されている
(Connor et al., Chem. Res. Toxicol., 24(8), 1275-1282 (2011))。さらに、6-(メチルスルフィニル)ヘキ
シルイソチオシアネートが HSP90の Cys521 に結合することが示されている (Shibata et al., J. 
Biol. Chem., 286(49), 42150-42161 (2011))。したがって、モルヒノンが HSP90の Cys412、Cys564
または Cys521に結合すると推測される。 
 

 
Fig. 5. Modification of Heat Shock Protein (HSP) 90 and Nuclear Localization of Heat Shock Factor 1 
(HSF1) during Exposure of HepG2 Cells to Morphine. 
 
② モルヒノンによる HSF1の下流遺伝子への影響を調べるために、HSF1によって調節されるこ
とが知られている HSPA1A（HSP70）および BAG3のレベルを測定した。図 6Aおよび Bに示さ
れるように、HepG2細胞への親電子性を有するモルヒノン曝露は一過性に HSPA1Aおよび BAG3
の発現レベルを増加させたが、親電子性を有さないジヒドロモルヒノン曝露では増加しなかっ

た。モルヒノンによるこれらの遺伝子の発現誘導が HSF1 に依存するかどうかを確認するため
に、siRNAを用いて HSF1ノックダウン細胞を作製した（図 6C）。HSF1ノックダウン細胞では、
モルヒノンによる HSPA1Aおよび BAG3の発現誘導が減少した（図 6D、E）。これらの結果より、
モルヒノンが HSF1を活性化し、その下流遺伝子を誘導することが示された。HSF1が内因性お
よび外因性の親電子物質（4-ヒドロキシ-2-ノネナール、1,4-ナフトキノン、カドミウムなど）か
ら細胞を保護することが示されている (Jacobs & Marnett, J. Biol. Chem., 284(14), 9176-9183 (2009); 
Abiko et al., Free. Radic. Biol. Med, 104, 118-128 (2017); Shinkai et al., Toxicol. Sci., 156, 412-421 (2017))。
HSP70 はタンパク質の維持および細胞生存に重要な役割を果たすシャペロンであり、BAG3 は
HSP70と相互作用して細胞生存を促進する。これらの結果は、モルヒノンによる HSF1の活性化
が細胞死を抑制することを示唆している。 
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Fig. 10. Effect of a phosphatidylinositol-3 kinase inhibitor on the Akt–CREB–Bcl-2 signaling pathway in 
HepG2 cells. 
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