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研究成果の概要（和文）：現在、難治性疼痛制御には主にオピオイド製剤が使用されているが、充分な鎮痛効果が得ら
れない例も多く、より効果的な鎮痛療法の開発が求められている。近年オピオイドをはじめとするG 蛋白共役型受容体
(GPCR)がヘテロ二量体を形成し、単量体とは異なる機能を有することが報告されてきた。このヘテロ二量体に特化する
新規疼痛治療法の開発にあたり、本研究は新しいアッセイ法であるCellKeyシステムを用いてオピオイド二量体化受容
体の分子メカニズムを解明することを目的とした。現在μ/δ二量体化受容体に焦点を当て、CellKeyシステムを用いた
、より正確で簡便な二量体機能評価法の確立を試みている。

研究成果の概要（英文）：To date, opioid analgesics are often used in the world including Japan for the 
treatment of severe pain such as cancer pain. However, some patients cannot be obtained sufficient 
analgesic effects because of the development of tolerance. Accordingly, more effective analgesic therapy 
without tolerance should be required. Several studies have shown that G protein-coupled receptors (GPCRs) 
including opioid receptors are able to form receptor heterodimerization, and heterodimer could represent 
a functional unit distinct from monomeric receptors. This research thus aimed to elucidate the molecular 
mechanism of functions of heterodimerized opioid receptors. Using the CellKeyTM assay system, we sought 
to establish a novel, more accurate and convenient assay for the detection of activities for 
heterodimerized opioid receptors. By this assay, we have been trying to reveal a novel and different 
properties of heterodimerized μ/δ receptors other than those of μ or δ receptor alone.

研究分野：分子薬理学・分子生物学・代謝学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がん患者の疼痛制御には主に医療用麻薬
（オピオイド製剤）が使用されているが、鎮
痛補助薬を併用したり、オピオイドを増量し
ても十分な鎮痛効果が得られない症例もあ
り、生活の質 (QOL)改善のためにはより効果
的な鎮痛療法の開発が求められている。近年
の G蛋白質共役型受容体（以下 GPCR）研究
により、オピオイド受容体は、など異な
るサブタイプ間ならびに他の GPCR とヘテ
ロ二量体を形成する事が明らかとなってき
ており、申請者は各種オピオイド製剤の効果、
ならびに耐性形成の違いのひとつに、「二量
体化オピオイド受容体への作用の違い」が関
与しているのではないかという仮説をたて
研究を計画した。事実オピオイド受容体以外
にも、多くの GPCRが機能的なヘテロ二量体
を形成し、単量体やホモ二量体とは異なる特
異的な生理機能を持つこと、さらに様々な疾
患の成因に関与することなどが明らかとな
っ て き て い る (Nat Chem 
Biol.5(9):608-9.2009)。従って、ヘテロ二量
体化受容体の作用機序を解明し、その生理的
役割を明らかにし、新規薬物の開発を行うこ
とは重要な研究課題である。しかしながら二
量体化受容体の「リガンド結合性・細胞内動
態・下流シグナル伝達」といった薬理学的特
性を正確かつ網羅的に解析することは難し
く、正確で簡便な二量体化受容体の機能評価
法の確立が不可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はオピオイド受容体サブタ
イプならびにカンナビノイド受容体の種々
の組み合わせ等から構成されるヘテロ二量
体化受容体の作用機序を解明し、そのメカニ
ズムに基づいた薬物スクリーニングを行い
新規鎮痛療法の開発をめざすことである。ま
た研究背景に記述のとおり、当研究の進展に
は二量体化受容体の薬理学的特性を正確に
解析できる新たな評価法が望まれるため、本
研究においては GPCR の機能解析に特化し
た CellKey™ システム(Molecular Devices
社)を応用して、二量体化オピオイド受容体の
新規機能アッセイ法の確立を試みた。 
  
３．研究の方法 
(1). Cellkey システムを用いた GPCR 機能
解析法の最適化 

 ヒトμ、δ、κオピオイド受容体ならびに
ヒト CB1 カンナビノイド受容体を用いて単
独受容体発現ベクターを作製し、候補細胞種
に導入して一過性あるいは安定発現細胞を
作成した。CellKey 解析専用の電極付き
96wellプレートに細胞を播種し、特異的アゴ
ニスト処置による細胞のインピーダンス変
化波長をリアルタイムに検出し、受容体活性
の評価法を確立・最適化を行った。検討項目
はホスト細胞種の選択、細胞数、プレートの
コーティング条件などに注目して行った。 

 
(2). 二量体化受容体発現細胞株の作成 
 オピオイド受容体サブタイプならびにカ
ンナビノイド受容体の組み合わせから構成
されるヘテロ二量体化受容体発現ベクター
を構築することとした。単量体／ホモ二量体
とヘテロ二量体化受容体とのシグナルを明
確に区別できる二量体化受容体発現細胞ア
ッセイ系を構築するために、両方向性プロモ
ーターを有するベクターを使用し、二種類の
受容体発現の比率を統一し、(1)で検討した最
適な細胞種を用いて、両者の受容体が同程度
に一過性あるいは安定して発現する細胞を
作成した。作成した細胞はWestern Blotting
による蛋白質発現ならびに、アゴニスト処置
による G 蛋白質活性を評価して確認するこ
ととした。 
 
(3). 二量体化受容体発現細胞を用いた

Cellkeyアッセイ 
 (1)で最適化した条件を用い、(2)で作成した
細胞を用いて、二量体化受容体発現細胞の G
蛋白質活性を評価した。二量体化受容体発現
細胞において、薬物による細胞応答
（impedance変化の波形）が単独発現細胞と
比較して異なる反応を示すものを同定する
ことを目的とした。薬物は、活性しうる充分
な濃度（1-10µM）を固定して用い、「同一濃
度における検出波形の違い」を比較すること
で網羅的な解析を行い、これらの探索的解析
で、二量体化受容体の組み合わせならびに特
異的化合物が同定されたら、さらにそれらの
詳細なメカニズム解析を行うこととした。 
 また薬物の同定に関しては、既存の評価法
も用いた総合的シグナル解析を行い、より信
頼性の高いデータを得ることとし、既存の評
価系としては、カルシウムイメージング、
cAMP アッセイ、MAP キナーゼアッセイ、
蛍光蛋白を用いた細胞内動態の観察
（internalization/recycling assay）などを用
いることとした。 
 
４．研究成果 
(1). 評価方法の条件検討・最適化 
 ヒトμ、δ、κオピオイド受容体ならびに
ヒト CB1 カンナビノイド受容体を用いて、
単独受容体発現ベクターを作製した。構築ベ
クターを HEK293 細胞に導入し安定発現株
を作成した後、CellKeyシステムを用いて特
異的アゴニスト処置による濃度依存的なイ
ンピーダンス変化波長を検出し、受容体活性
の評価法を確立・最適化を行った。プレート
のコーティングはPEI（ポリエチレンイミン）
または PDL（ポリ D リジン）コーティング
が最も波形検出に適していた。加えて既存の
オピオイド製剤であるモルヒネ、フェンタニ
ル、オキシコドンについて、各種受容体安定
発現株への活性評価を行ったところ、オピオ
イド受容体のサブタイプにより活性は異な
り、CB1受容体には活性は認められなかった。
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