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研究成果の概要（和文）：イオンチャネルだけでなくオピオイド受容体、サブスタンスP受容体などのG蛋白共役型受容
体（GPCR）の疼痛機序における重要性が注目されている。脊髄後根神経節(DRG)細胞は、疼痛機序への関与するこれら
受容体が存在する。本研究では、DRGにおいてイオンチャネル、GPCRに対する麻酔薬の影響を、パッチクランプ法とカ
ルシウム動態、アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いてこれらの受容体、チャネルへの作用を詳細に解析した。そ
の結果、セボフルランがオピオイド受容体を抑制することが証明できた。また、トラマドールおよび代謝産物M１がTRI
PV1には影響をあたえず、TRIPA1を抑制することが証明でした。

研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptors, such as opioid receptors, substance P receptors (Sub 
P receptor) have been attracting attention for pain mechanisms. On the other hand, the spinal cord dorsal 
root ganglion (DRG) cells are involved to pain, such as Sub-P receptor and opioid receptors are present. 
In this study, we studied the effects of anesthetics and analgesics on TRIPV1, opioid receptors and Sub P 
receptors using calcium kinetics in DRG and the Xenopus oocyte expression system. Consequently, inhaled 
anesthetics sevoflurane inhibited could opioid receptor function. Furthermore, analgesic tramadol and its 
metabolite M1 is no effect on TRIPV1, was demonstrated to inhibit TRIPA1.

研究分野：麻酔学

キーワード： 脊髄後根神経節細胞　G蛋白共役型受容体　カルシウム動態　アフリカツメガエル卵母細胞発現系　イオ
ンチャネル　トラマドール　TRIPV1　TRIPA1
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１．研究開始当初の背景 
 痛み”の克服は人類にとって重要な問題
である。なかでも、手術侵襲から人類を解
放した麻酔薬の作用機序解明は危急的課題
であるが、その解明には至っていない。麻
酔機序については多くの研究者が GABAA受
容体を始めとしたリガンド内臓型イオンチ
ャネルに注目してきた 1) 。しかし、最近、
リガンド依存性イオンチャネルへの作用だ
けでは麻酔機序を説明することはできない
ことが明らかとなり、麻酔機序解明は振り
出しに戻り再考が迫られている。 
  神経細胞にはイオンチャネルだけで
なく、多くの G蛋白結合受容体（GPCR）が
存在し、麻酔薬をはじめとした中枢神経作
動薬はこれらを介して効果を発現してい
る。最近のヒューマンゲノムの解明により、
生体内リガンドが見つかっていない
GPCR(オーファン GPCR)やイオンチャネル
が数多く存在することが明らかになり、こ
れらの中に薬剤のターゲットの可能性が
注目されている。 
  最近の研究により、中枢神経系に発現
している GPCR やイオンチャネルは麻酔機
序に関与している事が明らかになってき
ている。GABAA受容体のようなリガンド依
存性イオンチャネルだけでなく、ムスカリ
ン受容体のような GPCR や電位依存性チャ
ネルも麻酔薬が作用し、麻酔機序における
重要性が認識されつつある 2)3)4)。それぞ
れの単独の受容体やイオンチャネルに対
する麻酔薬の作用は解析が進んで来てい
るが、疼痛に関する神経細胞内で、それぞ
れの受容体、イオンチャネルがどのように
麻酔機序に関わっているか、またその受容
体—イオンチャンル間のクロストークなど
は未だにまったく解明されていない。 
また、近年従来から麻酔機序に関与が
示唆されてきたリガンド依存性イオンチ
ャネルとは全く構造を異なるイオンチャ
ネルと痛みの関係が注目を集めている。そ
の中でも末梢感覚神経に特異的に発現す
る温度受容体が TRP スーパーファミリー
に属するイオンチャネルであることが判
明して“痛みのセンサー“として注目を浴
びてきている。その中からトウガラシの主
成分カプサイシンで痛みをひき起こすカ
プサイシン受容体遺伝子が単離され、
Vanillid receptor subtype 1 と命名さ
れた（TRPV1）。TRPV1 は外向き整流性を
有する Ca2+透過性の高い非選択性陽イオ
ンチャネルで、後根神経節の無髄の C 線
維の細胞体に発現し、TRPV1 欠損マウスは
カプサイシンによる痛み反応を示さず熱
刺激感受性も低下していることから、
TRPV1 は痛覚に関与していることが明ら
かとなっている 5)。TRPV1 がどのように麻
酔機序に関与しているかは極めて興味深
い。 
 

一方、脊髄後根神経節 (Dorsal Root 
Ganglia, DRG)細胞はSub Pなどの神経ペ
プチドが含有され、細い一次求心性線維中
枢側から急性侵害刺激により遊離され、疼
痛への関与が強く、麻酔薬の作用部位とし
て注目されている。Sub-P受容体やμオピ
オイド受容体、さらに電位依存性ナトリウ
ムチャネルなど疼痛機序への関与する受
容体が１つのDRG細胞内に存在し、さらに、
TRPV1やNaチャネル、オーファンGPCR
の存在も示唆され、DRGへの麻酔薬の作用
を詳細に検討する事によって、麻酔機序を
単一神経細胞にて詳細に検討する事が可
能であると考えられ、そのもたらす結果は
中枢神経系での麻酔機序に極めて近いと
考えられる。 
1, 上野晋、南浩一郎、柳原延章: Protein, 
Nucleic Acid and Enzyme. 2001;46:2042-51 
2, Minami K., Uezono Y.: Curr. Pharm. Des. 
2006;12:1931-7. 
3,  南 浩一郎 . 新しい麻酔の流れ . 
2005;37-40 
4, 南 浩 一 郎 , 上 園 保 仁 : 麻 酔 . 
2005;54:118-125 
5,  Davis JB et al.. Nature 405, 183-187 2000 
 
２．研究の目的 
 今回の研究では、麻酔機序に対するDRG
を用いて疼痛に関与する Sub P受容体、μ
オピオイド受容体、TRPV1、Naチャネル
への麻酔薬の影響の全貌を明らかし、総合
的に麻酔薬の疼痛抑制機序を明らかにする。 
 
1:DRG細胞におけるサブスタンスP受容体、
μ受容体、Na チャネル,TRPV1 への麻酔薬の
影響を培養細胞を用いてパッチクランプ法、
細胞内 Ca2+イメージングにて同時多角的に
解析する。 
 
2:サブスタンス P受容体、μ受容体、Na チ
ャネル,TRPV1 をアフリカツメガエル卵母
細胞に発現させ麻酔薬の影響を電気生理学
的に詳細にそのメカニズムを検討する。 
 
３: DRG 細胞において麻酔薬の作用部位に
なる可能性のある新たなオーファン受容体
を検索する。 
 
３．研究の方法 
 麻酔機序に関与していることが示され
ているサブスタンスーP受容体、μ受容体
などの GPCR や Na チャネル、TRPV1 が DRG
細胞において存在するのかどうか、細胞
内カルシウムの変動、PCR、免疫組織染色
法を用いて検討する。 
 これらの受容体、チャネルへ鎮痛薬、
麻酔薬がどのように作用するのかを細胞
内カルシウムの変動を用いて検討する。
次に培養ＤＲＧ細胞で得た結果を基にア
フリカツメガエル卵母細胞系を用いてこ



れらの受容体へ麻酔薬がどのように作用
するのかを検討する。まず、µオピオイド
-Gi/q またはδオピオイド- Gi/q に対する
静脈麻酔薬、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）
の比較検討を行い、麻酔薬の µオピオイド
-Gi/q またはδオピオイド- Gi/q に対する
抑制効果のメカニズム検討を解明するため
に次の実験を行う。µオピオイド-Gi/q また
はδオピオイド- Gi/q に対する静脈麻酔薬
（プロポフォール、ケタミン、トラマドー
ル、ペントバルビタール）と吸入麻酔薬（ハ
ロセン、イソフルラン、セボフルラン、エ
ンフルラン）の抑制作用にリン酸化酵素が
関与するのかどうかを確かめる。 
 µオピオイド-Gi/q またはδオピオイド- 
Gi/q をアフリカツメガエル卵母細胞発現系
に同時に発現させた方法を用いて（下図参 
照）オピオイド受容体に対する静脈麻酔薬
（プロポフォール、ケタミン、トラマドール、
ペントバルビタール）と吸入麻酔薬（ハロセ
ン、イソフルラン、セボフルラン、エンフル
ラン）の作用を電気生理学的に比較解析する。 
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図１ µオピオイド-Gi/q またはδオピオイ
ド- Gi/qをアフリカツメガエル卵母細胞発現
系に同時に発現させた方法 
 
さらに現在までに痛覚に関与していると
予想されているオーファン受容体である
オレキシン受容体ニューロペプチド
FF(NPFF)受容体、リゾフォスファチジン
酸(LPA)受容体が実際に DRGに存在するか
どうかを膜電位で GPCR の解析が可能なセ
ルキー（国立がんセンター病態生理学研
究部に現有）を用いて解析し、さらにて
各受容体の機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
DRG 細胞におけるサブスタンス P 受容体、
μ受容体、Na チャネル,TRPV1 への麻酔薬の
影響を DRG 培養細胞を用いた細胞内 Ca2+イ
メージングを用いた解析 
 
今回の研究では DRG をサブスタンス Pで刺
激して細胞内のカルシウムの上昇を確認で
きた。培養細胞において吸入麻酔薬、静脈
麻酔薬がサブスタンス Pによるカルシウム

の上昇を抑制する知見を得た。 
 

サブスタンス P刺激前の DRG 細胞 

サブスタンス P刺激後の DRG 細胞 

サブスタンスP刺激後のDRG細胞内部のカ
ルシウム動態の時間変化 
 
現在、これらの結果は集積中であり、検討を
今後も継続する予定である。 
 
 
サブスタンス P受容体、μ受容体、Na チャ
ネル,TRPV1 をアフリカツメガエル卵母細
胞に発現させ麻酔薬の影響を電気生理学的
に詳細にそのメカニズム検討 
 
現在様々な麻酔薬、鎮痛薬で解析を行ってき
ているが、救急麻酔薬イソフルラン、鎮痛薬
トラマドールにおいて解析できた。 
 
 

 

 

 



µオピオイド-Gi/q に対する静脈麻酔薬、吸
入麻酔薬の比較検討 
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を利用
してセボフルランについては詳細な検討が
できた。図２、図３に示した通りにセボフル
ランはµオピオイド受容体へ濃度依存性に抑
制効果を示している。 
しかし、静脈麻酔薬のプロポフォールに関し
てはその抑制効果は認められなかった。 
 
図２ セボフルランに対するµオピオイド受
容体に抑制効果 
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図３ セボフルランに対するµオピオイド受
容体に対する濃度依存性の抑制効果 

 µオピオイド-Gi/q またはδオピオイド- 
Gi/q に対するセボフルラン、エンフルラン）
の抑制作用にリン酸化酵素が関与するのか
どうかを確かめたところ、プロテインキナー
ゼ C（PKC）の阻害剤 GF109203X の処理を行っ
てもまったくその抑制効果に影響はなかっ
た。このことから、セボフルランの抑制効果
はPKCを介したものであることが明らかとな
った。 
 また、この抑制効果は G蛋白以降のカスケ
ードを活性化させる、AlF4-を細胞内注入にお
ける細胞内カルシウム活性化に対してはま
ったく影響はなかった。 
 
 
 

図４ AlF4-を細胞内注入における細胞内カ
ルシウム活性化に対する麻酔薬セボフルラ
ンの影響 

 
図５ プロテインキナーゼ C（PKC）の阻害剤
GF109203X の処理後のセボフルランのオピオ
イド受容体に対する影響 
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トラマドールのオピオイド受容体への作用 
 トラマドールはガン性、慢性疼痛に広く用
いられている鎮痛薬である。現在までノルエ
ピネフリンやセロトニン（5HT）の再取り込
みを抑制し、下行性抑制系を刺激することや
ムスカリン受容体、5HT 受容体、アセチルコ
リン受容体イオンチャネルに作用すること
が明らかとなっているが、その薬理機序に関
しては結論を得ていない。しかしトラマドー



ルがオピオイド受容体(オピオイド)に対し
て結合する事は報告されているが、オピオイ
ドに果たして作用しているかどうかは明ら
かとなっていない。    
 今回、µ オピオイドに Gq 蛋白と Gi 蛋白
のキメラ G蛋白 Gqi5 に結合させた RNA（µオ
ピオイド-Gqi5）をアフリカツメガエル卵母
細胞発現系にて発現させ、トラマドール、代
謝産物 M1 のオピオイドに対する直接作用を
観察した。その結果、非常に興味深い結果を
得た。 
 µオピオイド-Gqi5 を発現した卵母細胞で
トラマドール、M1 刺激で Ca2+誘導性 Cl-電流
が観察された。これによりトラマドール、M1
はµオピオイドへの直接の刺激作用であるこ
とが明らかとなった。 
 
図６ µオピオイド受容体に対するトラマド
ールおよび代謝物 M１のアゴニスト効果 
 

 
図７ µオピオイド受容体に対するトラマド
ールおよび代謝物 M１のアゴニスト効果—濃
度曲線— 

 
トラマドールはオピオイド受容体刺激に加
えて、ノルエピネフリンやセロトニンの再取
り込みの抑制、G 蛋白受容体抑制などの効果
との相乗効果が薬理機序と考えられる。 
 
今回の計画では, µオピオイド-Gi/q に対す
る作用だけでなく。δオピオイド- Gi/q に対
する抑制効果のメカニズム検討も現在実施
しており、アフリカツメガエル卵母細胞系に
おける実験が可能なことを確認している。今
後の実験の結果が待たれる。 
 
また、アフリカツメガエル卵母細胞系で得ら
れた結果をコントロールマウスとオピオイ

ドノックアウトマウスを用いて行動薬理学
的解析にて、上記静脈麻酔薬と吸入麻酔薬の
比較検討することを計画していたが、実行に
移すことはできなかった。この解決が今後の
課題としてあげられる。 
 
 
トラマドールおよび代謝産物 M1の TRIPV1 受
容体に対する影響 
 
 トラマドールと M1 は、hTRPV1 を発現させ
た HEK293 細胞内のカルシウム濃度の上昇は
なかった。hTRPA1 を発現する HEK293 細胞で
は、トラマドールと M1で AITC によって誘発
される内向き電流を減少させた。これらのデ
ータは、トラマドール、hTRPV1 へは影響を与
えず、hTRPA1 を抑制することが明らかとなっ
た 

 
トラマドールと M1 の hTRPV1 を発現させた
HEK293 細胞細胞内カルシウム濃度の上昇へ
の影響。 
 
また現在、トラマドールのこれまでの知見を
まとめて総説を作成中である（ 
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