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はじめに 

 従来法に基づく創薬研究は、経験則に基づいた手探り的アプローチに依存しており、多数

の分子を用いて「入力」を試行するものの、その「出力」の評価は一次元的な数値情報に止

まり、神経システムを含めた多次元的な情報を有効活用できていない。一方で、近年盛んに

取り沙汰される「AI/デジタル創薬」において、その成否は往々にして教師データの「質」

が握っており、上述のような低次元の情報だけでは複雑な生体作用をデジタル化し、創薬関

連研究に結びつけることは極めて困難である。そのため、次世代の「理論的創薬」を実現す

る上では、細胞内の多次元的情報に加え、シグナルのトリガーとなる分子レベルの構造情報 

(上流)、また個体での薬効に直結する神経回路の活性/抑制作用 (下流) まで含めた、スケー

ル横断的な情報の収集が不可欠となる。しかしながら、これらマルチスケールな情報を効率

的かつ統合的に収集する手法は確立されていない。 

 本研究では、臨床薬物の約 30%が標的とする最大のタンパク質ファミリーである G タン

パク質共役型受容体 (GPCR) をモデル系として設定し、1) リガンド構造の違いに起因する

受容体の僅かな構造変化が、2) 結合するシグナル伝達因子タンパク質の結合安定性に影響

を与え、3) これが多次元的な細胞内シグナルプロファイルを変調し、4) 神経細胞を通じて

個体への作用へと繋がる、一連の分子から個体レベルまでの互いにリンクされた網羅的情

報セットを取得するプラットフォームを構築することを目指した。そのために、構造、有機

化学、細胞、個体について独自の解析技術を持つ研究者が集結し、独自のユニークな化合物

群を用いることで、オピオイド受容体における生理作用機構の解明と創薬応用に挑戦した。 
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研究成果 

（総括班） 

【目的】 

 本研究領域では、次世代の「理論的創薬」を見据えた創薬関連研究のデジタル化に変革を

起こすべく、分子、細胞、個体の各スケールにおける高次元な情報を効率的に取得し、薬物

創製へと結び付ける一連の統合プラットフォームの確立を目的とする。そのために、分子レ

ベル:「タンパク質複合体の迅速構造解析技術」(A01班 寿野・関西医大)、細胞レベル:「細

胞内シグナル伝達の網羅的解析技術」(A02 班 井上・東北大)、個体レベル:「薬物刺激依存

的な神経細胞群の標識技術」(A03班 櫻井・筑波大) からなる独自性の高い分析技術を集約

し、領域代表 (A04 班 斉藤・筑波大) らが保有するユニークな作用を持つリガンド群を掛

け合わせることで目的の達成を目指した。総括班は、領域代表と計画班代表者３名で構成し、

目的達成に向けた研究進捗管理、広く本領域の概念や成果を学協会ならびに社会に普及す

るための広報活動を行った。 

 

【研究成果】 

（１）領域内コミュニケーション 

 オンラインコミュニケーションツールを活用し、領域内の連携、データ共有を行うための

プラットフォームを構築した。各計画班のチャンネルを用いて、研究状況の報告、サンプル

授受連絡等を行うことで、円滑な進捗管理、コミュニケーションを図った。また、同ツール

内において、最新論文情報の共有、論文執筆の討議、シンポジウム開催の議論を行い、シー

ムレスな協業体制を構築した。領域全体の研究方針を討論するために、領域会議（オンライ

ン会議５回、オンサイト会議２回）を開催し、細かな方針変更や四半期進捗はオンラインコ

ミュニケーションツール上で随時実施した。また、アドバイザーである長瀬博筑波大学名誉

教授、成田年教授には創薬としての出口戦略のディスカッションを、Brian Kobilika 教授、

柳沢正史教授には研究ディスカッションをして頂いた。 

（２）シンポジウム，セミナー開催 

 総括班でシンポジウムを企画し、2022 年 11月開催の第 95 回日本生化学会大会において

領域主催シンポジウム「マルチレイヤー解析技術によるシグナル伝達-生命現象の解読」を

開催した。また、本領域で注目している GPCR 研究領域に本領域をアピールするために、

2022 年 11 月開催の第 17 回 GPCR 研究会を共催した。学術変革領域（B）間の連携にも目

を向け、学術変革領域(B)「糖化学ノックイン」とシンポジウムを企画し、2023 年 3月開催

の日本薬学会第 143 年会において共催シンポジウム「異分野融合で切り込む！膜タンパク

質の世界」を開催した。この他にも、領域代表者は、第 97 回日本薬理学会年会の公募シン

ポジウム「心理的ストレスの感受性・抵抗性に関与する神経基盤」のオーガナイザーを行っ

た。また、本領域で取り扱うモルヒネ等のアルカロイドの化学合成に関する知見を深めるた

めに、有機合成化学セミナーを開催し、領域内外の多くの研究者が参加した。 



（３）領域ホームページ 

 領域の研究成果や活動を発信するために、領域のホームページ（https://seiri-bunkai.com/）

を作成した。ホームページには、領域の活動履歴や最新の論文情報などのニュース、領域メ

ンバーの昇任、シンポジウム開催連絡などを掲載した。 

（４）領域特集論文 

 総括班で領域を広報するために、GPCR 研究におけるマルチスケールプラットフォームの

紹介として、GPCR の機能理解に向けた各スケールにおける独自性の高い解析技術の最近の

進展をまとめた特集号を Journal of Biochemistry誌 JB Special Issue – Multi-scale platform for 

GPCR biology を企画し、斉藤（Morphinan Evolution: The Impact of Advances in Biochemistry 

and Molecular Biology）、寿野（Exploring Diverse Signaling Mechanisms of G Protein-Coupled 

Receptors through Structural Biology）、井上（GPCR signaling bias: an emerging framework for 

opioid drug development）、櫻井（Rethinking c-Fos for understanding drug action in the brain）が

それぞれ総説を寄稿した。2024 年 6月時点において、うち２報が Journal of Biochemistry誌

の Most Read Article に選出されている。 

（５）その他 

研究期間内に各計画班の研究代表者４名が昇任した。 

2023.1 A01班代表 寿野良二 関西医科大学・医科学講座・講師 

→ 関西医科大学・医科学講座・准教授 

2022.4 A02班代表 井上飛鳥 東北大学大学院・薬学研究科・准教授 

→ 東北大学大学院・薬学研究科・教授 

（現 京都大学教授） 

2023.3 A03班代表 櫻井勝康 筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・助教 

→ 筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・准教授 

      筑波大学・医学医療系・准教授 

2023.3 A01 班代表 斉藤毅 筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・助教 

→ 筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・准教授 

      筑波大学・医学医療系・准教授 

 

（計画班） 

A01班：過渡的タンパク質複合体の高速構造解析プラットフォームの構築 

【目的】 

 寿野班 (A01 班) は、クライオ電子顕微鏡単粒子解析技術 (Cryo-EM SPA) を駆使して、

作用の異なるリガンドと受容体、シグナル伝達因子の複合体構造を明らかとすることで作

用を生み出す構造メカニズムの解明を目的とした。他の計画班との連携として、（１）斉藤

班 (A01 班) が合成したリガンドを用いた κ オピオイド受容体 (KOR)/δ オピオイド受容体 

(DOR) とシグナル伝達因子の三者複合体の構造解析を行い、シグナル伝達機構を解明する



こと、（2）ケージ技術と Cryo-EM SPA を融合した迅速構造決定プラットフォームを開発す

ることを目指した。 

 

【研究成果】 

（１）リガンド-受容体-シグナル伝達因子複合体の構造解析とシグナル伝達機構の解明 

 斉藤班が合成した新規バイアス型リガンド (YNT-1612、KNT-127) と既知バランス型リガ

ンド (U50,488H, Nalfurafine, SNC-80) を用いて、KOR/DOR と各シグナル伝達因子との複合

体構造を Cryo-EM SPA により構造決定した。KOR, DOR のコンストラクトはすでに報告さ

れている活性型 X 線結晶構造解析の報告を参考にし、C 末端には GFP-His10 を融合した。

発現には昆虫細胞 Sf9 を用い、KOR-GFP および DOR-GFP と三量体 G タンパク質を共発現

した。精製は Ni−NTA, GFP抗体カラムを用いることで KOR/DOR-Gi 複合体を精製した。複

合体を安定化し、Gi の N 末端に結合する scFv16 抗体を混合してゲルろ過 HPLC クロマト

グラフィーによって複合体のみを分取し、10mg/ml まで濃縮して電顕サンプルとした。上述

したすべてのバランス型/バイアス型リガンド結合状態の構造決定に成功した。また、これ

らの構造情報を元にしてリガンド結合に関わるアミノ酸について変異体を作製し、薬理学

的解析を行うことでバイアスドリガンドの作用機序について検証することで、KOR と DOR

のシグナル選択性について明らかにし、論文投稿準備中である。 

（２）ケージ技術と Cryo-EM SPA を融合した迅速構造決定プラットフォームの開発 

 最初に、A01班研究分担者の藤田らの班の持つケージ技術を利用する GPCR−アレスチン

複合体の調製を目指した。これまで報告されている GPCR−アレスチン複合体形成法を参考

に DOR, KOR について検討した。GPCR がアレスチンと複合体を形成するためには GPCR

の C 末端領域のリン酸化が必要である。この点についていくつかの方法を検討した。ひと

つは、精製標品を in vitro で GRKキナーゼを用いてリン酸化する方法、2 つ目は in vivo で

ターゲット GPCR と GRK を共発現させる方法、3 つ目は GPCR の C末端をリン酸化される

とアレスチンと強く結合する V2 の C末端に置換する方法を検討した。この中で最も良好な

結果は C 末端にリン酸化 V2 ペプチドを、Sortase を使って融合する方法であった。この方

法を用いて GPCR とアレスチンの複合体を得ることに成功した。Cryo-EM で観察したとこ

ろ、GPCR とアレスチンの複合体は観測されたが、構文可能構造決定には至らなかった。こ

の理由として、GPCR とアレスチンが様々な状態を形成することが考えられた。今後はこの

手法を用いて GPCR-アレスチン複合体の構造を安定化する方法を検討するとともに、藤田

らのケージ技術を利用した系を確立し迅速な構造決定プラットフォームの開発を目指す。 

 

A02班：オピオイド受容体の網羅的シグナル解析による薬理経路の同定 

【目的】 

 井上班 (A02班) は、独自の GPCR シグナル解析技術を用いて、オピオイド受容体の多様

な作用を生み出す細胞内シグナル伝達機構の解明を目的とした。他の計画班との連携とし



て、（１）斉藤班（A04班）が合成するオピオイド受容体のリガンドを用いて培養細胞のシ

グナル伝達を精査し、リガンド構造に紐付くシグナル経路を同定すること、（２）寿野班

（A01班）が実施する単粒子クライオ電顕構造解析から、機能的に特定のシグナル伝達に重

要な構造変化を同定すること、（３）櫻井班（A03班）の個体レベル解析に向けて、バイア

ス型リガンドのシグナルの特徴を見出すことを目指した。 

 

【研究成果】 

（１）オピオイド受容体シグナル伝達評価系の確立と各種リガンドの評価 

 3 つの主要なオピオイド受容体（DOR、KOR、MOR）について、培養細胞レベルでの各種

シグナル活性を計測する手法に取り組んだ。今後の実験において膜発現解析ができるよう

に、N末端にシグナル配列と FLAGエピトープ配列および 15 アミノ酸フレキシブルリンカ

ーを付加したヒトオピオイド受容体を発現するプラスミドコンスタントを作製した。リガ

ンドとして、内因性リガンドである Met-enkephalin（DOR、MOR）と Dynorphin（KOR）を

使用した。 

 始めに、GPCR と直接結合するトランスデューサーのレイヤーについてオピオイド受容体

による応答を評価した。以前に開発した NanoBiT-G タンパク質乖離アッセイを用いて、Gs, 

Gi, Gq, G12サブファミリーの活性を測定した。その結果、既存通り、3種のオピオイド受容

体はいずれも Giサブファミリーに対する活性が最も高く、試した Gi1, Gi2, Gi3, GoA, GoB, 

Gz をいずれも活性化することを確認した。3種類の中で、KOR は、Gs, Gq, G12サブファミ

リーに対する活性が顕著に検出された。次に、アレスチン活性を評価する受容体コンストラ

クトとして、C末端 15 アミノ酸フレキシブルリンカーと SmBiT を融合させたプラスミドコ

ンスタントを作製した。N 末に LgBiT を融合させたアレスチンコンストラクトを共発現さ

せ、リガンド応答による発光変化を計測した。その結果、3 種のオピオイド受容体の β-

arrestin1, β-arrestin2 のリクルート活性を良好に検出できた。C末端を未改変のオピオイド受

容体に対するアレスチンのリクルートを計測する手法として、形質膜の係留タグを用いた

bystander 法を検討した。CAAX モチーフを融合させた LgBiT と N 末端に SmBiT を融合さ

せたアレスチンを、オピオイド受容体と共発現させ、リガンド添加による発光変化を測定し

た。その結果、bystander 法でも 3 種のオピオイド受容体に対して、アレスチンのリクルー

ト活性を良好に計測できた。続いて、GRK によるオピオイド受容体へのリン酸化を評価す

る実験系を構築した。以前作製したユビキタス GRK サブタイプである GRK2/3/5/6 を四重

欠損させた HEK293 細胞に、SmBiT融合オピオイド受容体と LgBiT融合アレスチンを発現

させ、この時に 1 つの GRKサブタイプを共発現させた。この細胞に対して、リガンド刺激

によるアレスチンリクルート応答を計測した。その結果、DOR と MOR に関しては、GRK

四重欠損細胞においてアレスチンのリクルート応答が著減し、いずれの GRKサブタイプを

導入した際にもアレスチンリクルート応答の増加が見られた。一方、KOR については、親



細胞と比べて GRK 四重欠損細胞でアレスチンリクルートの減少がわずかであり、GRK サ

ブタイプの発現によるアレスチンリクルートの変化も少なかった。 

 次に、トランスデューサーが結合するシグナルタンパク質であるエフェクターのレイヤ

ーについて、Gi とそのエフェクターであるアデニル酸シクラーゼの相互作用についてオピ

オイド受容体による応答を評価した。LgBiT 融合 Gαi サブユニットと SmBiT 融合 ADCY5

をオピオイド受容体と共発現させ、リガンド刺激前後での発光変化を計測した。その結果、

GoA を除くほとんどの Giサブタイプについて、リガンド刺激による Gαiサブユニットとア

デニル酸シクラーゼの相互作用増加が観察された。続いて、改変されていない Gi のシグナ

ル活性を評価する手法として、Gi サブファミリー欠損 HEK293 細胞に、オピオイド受容体

と cAMPバイオセンサーを 1 つの Giサブタイプと共に発現させ、フォルスコリン存在下の

オピオイド受容体刺激による cAMP 蓄積抑制を測定した。その結果、親細胞で見られてい

た cAMP 蓄積抑制作用が Gi 欠損 HEK293 細胞では完全に消失し、Gi サブタイプを発現さ

せることで、cAMP蓄積抑制作用が回復した。アレスチンの構造変化やエフェクター結合活

性を測定することを目的に、SmBiT 融合アレスチンと LgBiT 融合タンパク質をオピオイド

受容体と共発現させ、リガンド刺激前後の発光変化を計測した。LgBiT融合タンパク質とし

て、アレスチンの構造認識抗体に由来し細胞内に発現させられる 2 種類のイントラボディ

（IB4、IB30）とアレスチンとの結合が報告されている 5種類のシグナル因子を用いた。δオ

ピオイド受容体による検討により、シグナル因子としては SRC が再現よくリガンド依存的

なアレスチンとの相互作用増加が観察された。アレスチンのドメイン間ツイストの構造変

化を強く誘導することが報告されているバソプレシン V2 受容体の刺激と比較して、いずれ

のオピオイド受容体も IB4 と IB30 によるアレスチンの相互作用は低レベルであった。 

 これらの手法を用いて、斉藤班から提供されたバイアス型リガンドであるナルフラフィ

ンや KNT-127 を始め各種オピオイド受容体リガンドの評価を行った。その結果、内因性リ

ガンドと比べて、バイアス型リガンドのシグナルのパターンが異なることを見出した。また、

斉藤班から提供されたナルフラフィンの構造アナログの G タンパク質活性とアレスチン活

性を評価した。その結果、G タンパク質活性とアレスチン活性が共に増加・減少する化合物

以外に、G タンパク質活性とアレスチン活性のバランスが変化する化合物を見出した。 

（２）Cryo-EM SPA 結果に基づくシグナル伝達に重要な構造変化の同定 

 バイアス型リガンドが結合したオピオイド受容体の構造研究について、オピオイド受容

体の変異体機能検証実験を行った。寿野班が構造決定した DOR の変異体実験から、G タン

パク質活性とアレスチン活性に重要な受容体の構造変化を絞り込んだ。別の共同研究先が

構造決定した MOR について同様に変異体実験を行い、G タンパク質活性とアレスチン活性

に重要な受容体の構造変化を見出した。 

 

 

 



A03班：オピオイドリガンドに対する中枢神経応答システムの生理作用特異的な分解 

【目的】 

 櫻井班 (A03班) は、薬物刺激に伴う脳内の情報処理を担う神経回路機構を理解するため

に、複雑な脳システムを作り出しているヘテロな細胞集団の中から行動や生理/薬理反応に

関わる特定の細胞群を同定し、その細胞群における情報処理システムを確立することを目

的とした。研究開始初期において既存の手法に課題があることが判明したため、（１）CANE

システムを改良し、高い特異性と効率を実現するシステムとすること、（２）CANE システ

ムを改変し、薬物によって共通して活性化する神経細胞を一挙に同定することを目指した。 

 

【研究成果】 

（１）CANE システムの改良  

 薬物(中枢神経薬)の生理作用のメカニズムを明らかにするためには、その薬物によって活

動する神経細胞を中心とした神経回路、機能、さらには遺伝子発現を明らかにする必要があ

る。そのための研究アプローチ一つは、薬物によって活性化した神経細胞のみを特異的に標

識・操作する方法である。我々は、神経活動依存的な標識・操作法である CANE (Capturing 

Activated Neural Ensembles) システムを用いることにより、薬物によって活性化した神経細

胞を特異的に標識することにした。CANE システムは、神経活動依存的に発現が誘導され

る Fos 遺伝子の性質を利用した技術であり、Fos の発現依存的にウイルスレセプターであ

る TVA を発現するノックインマウス (FosTVA マウス) と、TVA レセプターに特異的に

結合する変異型レンチウイルス (CANE-LV-GeneX) から構成される。CANE システムを用

いて特定の薬物によって活性化する神経細胞を標識するためには、まず、FosTVA マウスに

薬物を投与し、標的神経細胞を活性化させる。この際、活性化した標的神経細胞では、Fos 

だけでなく、TVA が発現する。したがって、この標的神経細胞の近傍に CANE-LV-GeneX 

を微量注入することにより、活性化した神経細胞にのみ CANE-LV-GeneX が感染し、標識

することが可能となる。これまでの研究により、標的神経細胞の標識において、その標識の

高い特異性 (非特異的な標識が少ない) と高効率 (活性化した神経細胞の多く) の標識を達

成するための問題点が浮き彫りになった。その問題点とは以下の 3 点である。1. 純度の高

い CANE-LV-GeneX が必要、2. 高力価の CANE-LV-GeneX が必要、3. 非特異的な標識を

減少させる。本研究成果においては、これら 3 つの問題点を解消することができた。 

1. 純度の高い CANE-LV-GeneX の作製 

 ウイルス作製の際に混入する煩雑物が多ければ多いほど、ウイルス注入部位の細胞死も

しくは非特異的な活性化が引き起こされてしまう。これまでの研究において、煩雑物の多く

はウイルス作製の際に用いる血清 (FBS) 由来である可能性があった。そのために CANE-

LV-GeneX を作製する際には、低い濃度の血清でも細胞増殖などに影響を与えない細胞培

養液に 2% FBS を加えた細胞培養液を用いるようにしていた。これにより、ウイルス作製

の際に混入する煩雑物を減少することができたが、できるだけ煩雑物が少ないウイルスを



安定的に作製することができなかった。これは、血清のロットなどの違いによるところが大

きいと推察された。そこで、血清 (FBS) 由来の煩雑物をより安定的に減少させるために、

これまでは行ってこなかった血清の濾過をおこなった。その際、0.45 μm のフィルターを用

いた濾過と 0.22 μm のフィルターを用いた濾過の二段階濾過を行った。その結果、これま

でウイルス注入部位で見られたデブリ(おそらくウイルスに含まれていた煩雑物)の減少が

認められた。 

2. 高力価の CANE-LV-GeneX の作製 

 これまで高力価の CANE-LV-GeneX を作製するために、低速の遠心を長時間 (6000 G, 18

時間以上) 行ってウイルスを含んだ細胞培養液を濃縮したのちに、沈殿したウイルスを 

PBS で再懸濁し、さらに遠心濃縮チューブで濃縮していた。この方法で高力価のウイルス

を作製することができたが、安定的に高力価のウイルスを作製することが困難であった。こ

れまでに報告されているウイルスの作製方法を参考に、試薬、トランスフェクション方法を

変更したが、いずれの場合でも高力価のウイルスを安定的に作製することはできなかった。

しかし、遠心濃縮チューブを不動化することにより、これまで安定して作製できなかった 

ウイルスを作製することができるようになった。つまり、CANE-LV は遠心濃縮チューブの

限外ろ過膜に吸着しやすい性質を持っていた可能性が考えられた。なお、不動化の際には

1% BSA を用いた。 

3. 非特異的な標識の減少 

 前述のように CANE システムで活性化した神経細胞を標識するためには、標的脳領域に

ウイ ルスを微量注入する必要がある。その際、脳の傷害を極力減らすために、微細ガラス

ピペットを用いてウイルスを注入する。これまでの研究において、この微細ガラスピペット

が通った標的脳領域までの経路や標的脳領域において、刺激非依存的な標識を認めること

があった。つまり、非特異的な標識である。この非特異的な標識が認められる場合と、認め

られない場合があったが、その原因はわからなかった。可能性の一つとしては、微細ガラス

ピペット挿入によって傷害が引き起こされた神経細胞が活性化した (Fos を発現した) 可

能性が考えられた。しかし、非特異的な標識が認められる場合と認められない場合があった

ことから、傷害依存的な非特異的な標識の可能性は低いのではないかと考えた。その他の原

因としては、ウイルス注入の際の craniotomy の際に認められる体液もしくは血液が微細ガ

ラスピペットをつたわって脳内に流入し、神経細胞の非特異的な活性化を引き起こしてい

る可能性が考えられた。そこで、体液や血液の流入を極力防ぐために、craniotomy を行った

脳の表面に滅菌吸収性ゼラチンスポンジを貼付し、滲出する血液や体液を吸収させ固着し

た。その結果、非特異的なウイルス感染が劇的に減少した。したがって、これまで認められ

た非特異的な標識は傷害依存的よりも、craniotomy を行った脳表面の体液もしくは血液が

流入したことによる可能性が示唆された。上記の 1〜3 によって CANE システムを改良し

た。改良した CANE システムを検証するために、一般麻酔 (イソフルラン曝露) によって

活性化する視床下部の一部の神経細胞群の標識を試みた。その結果、非特異的な標識はほと



んど認められず、一般麻酔で活性化した神経細 胞を特異的かつ高効率で標識することがで

きた。 

（２）CANE システムの改変 

 前述のように薬物(中枢神経薬)の生理作用のメカニズムを明らかにするためには、標的と

なる神経細胞を中心とした神経回路、機能さらには遺伝子発現の解析が必要である。そのた

めには、標的神経細胞を特異的に標識する必要がある。マーカー遺伝子依存的な標識法は、

神経科学の研究手法において現在でも非常に有用な手法である。しかし、ヘテロな細胞集団

において、特定の行動に関わる細胞群のみに発現しているマーカー遺伝子は非常にまれで

ある。しかし、二種類のマーカー遺伝子が共発現している細胞群を捉えることができれば、

ヘテロな細胞集団の中からより特定の細胞群のみを標識することが可能となる。我々を含

めた研究グループはこれまでに、二種類の異なる遺伝子が共発現する細胞群を特異的に捉

えるシステムとして、シアノバクテリアで発見されたペプチドである intein を介したタン

パク質スプライシング (Evans et al., J Biol Chem, 2000) を利用した、split-intein-split-Cre シ

ステムを開発した (Wang et al., Sci. Rep., 2012)。この split-intein-split-Cre システムは、intein

ペプチドのトランス-プロテイン-スプライシング作用を利用することにより、N 末側と C 

末側に 二分割した Cre リコンビナーゼが非常に効率よく再結合して機能的な Cre リコン

ビナーゼとして機能する。例えば、CreN-inteinN と inteinC-CreC をそれぞれ異なる遺伝子

の制御化で発現させることにより、これらの遺伝子が共発現する細胞のみで Cre リコンビ

ナーゼが機能する。split- intein-split-Cre システムは標的とする細胞群で発現している遺伝子

が既知のものであれば、非常に強力なツールとなる。しかし、遺伝子発現を網羅的に解析し、

共発現するマーカー遺伝子を探索する必要がある。作用機序が異なるが、その表現型(生理

作用)が同一の 2 種類の薬物がある場合、その生理作用に関わる神経細胞は同一である可能

性が考えられる。したがって、2 種類の異なる薬物によって共通して活性化する神経細胞を

同定し、その神経細胞を中心とした神経回路、機能、遺伝子発現を解析することによって、

その薬物作用の中心的な役割を担う神経システムを明らかにすることが期待できる。その

ためには、2 種類の異なる薬物によって共通して活性化する神経細胞を 特異的に標識する

必要がある。そのために、我々は、CANE システムと split-intein-split-Cre システムを融合

し、Split-CANE システムの開発を試みた。まず、CANE-LV-CreN と CAN-L-CreC を作製

し、TVA および Cre 依存的にレポーター遺伝子である mCherry が発現する HEK293 細

胞に感染させた。その結果、CANE-LV-CreN、CANE-LV- CreC を単独で感染させた場合に

は mCherry の発現は認められなかった。しかし、CANE- LV-CreN と CANE-LV-CreC を共

感染させた細胞では mCherry の発現が認められた。このことから、Split-CANE システムは 

in vitro の実験系では機能することが確認できた。次に Split- CANE システムが in vivo の

実験系でも機能するかを検証した。その際、2 種類の異なる刺激 X と Y で共通して活性

化する脳領域である視床下核 (PVT) を標的とした。まず、刺激 X を与えた後に PVT に 

CANE-LV-CreN を微量注入した。これより、刺激 X で活性化した PVT の 神経細胞に 



CANE-LV-CreN が感染し、CreN が発現する。2−3週間、マウスの回復を待った後に、同一

のマウスに刺激 Y を与え、PVT に CANE-LV-CreC を微量注入した。これにより、刺激 Y 

で活性化した PVT の神経細胞に CANE-LV-CreC が感染し、CreC が発現する。刺激 X と 

Y で 共通して活性化した PVT の神経細胞では、CreN と CreC が共発現し、Cre リコン

ビナーゼが機能する。共通して活性化した神経細胞を可視化するために、Cre 依存的にレポ

ーター遺伝子である mCherry が発現するアデノ随伴ウイルスを共注入している。その結果、

刺激 X と Y で共通して活性化した神経細胞で mCherry の発現が認められた。 脳は外部

からの多様な刺激と内部状態を絶えず統合し、認識、意思決定、学習、記憶などの高次機能

を実現する複雑な情報処理機構を持っている。この情報統合のプロセスの解明は、脳の動作

原理を理解する上での中心的課題であり、特定の神経細胞が異なる情報源からの入力をど

のように統合し、適応的な行動や意思決定を支えているのかの理解は、新しい治療法の開発

に繋がる可能性を秘めている。異なる刺激に対して共通して活性化し、複数の情報源からの

入力を統合 することで、特定の反応や行動を誘導する神経細胞は、脳の情報処理における

「統合の枢軸」 として機能し、脳の高次機能において重要な役割を果たしている可能性が

考えられる。したがって、そのような特定の神経細胞の機能や神経回路、さらには遺伝子発

現の解析において、Split-Cre システムは強力な研究ツールとなることが期待できる。 

 

A04班：モルヒナン骨格を基盤とした三次元的フォーカスドライブラリーの構築 

【目的】 

 斉藤班 (A04班) は、GPCR の生理作用に紐付くリガンドおよび受容体の構造因子を明ら

かとし、副作用の減弱した新たな薬物を設計することを目的とした。そのために、DOR, KOR

をモデル系として設定し、（１）モルヒナン骨格の有機合成化学的な構造変換により多様な

リガンド群を構築し、既知リガンドも含め各班に供給すること、（２）合成したリガンドを

in vitro (井上, A02班) および in vivo (斉藤, A04班) で評価し、細胞内シグナル-個体作用が

紐付いた情報を収集すること、その情報と共にリガンドを構造解析 (寿野, A01 班) および

神経回路検討 (櫻井, A03 班) に展開し、（３）オピオイド受容体が引き起こす作用に対し

て支配的な構造-シグナル-神経の多次元情報を取得することを目指した。 

 

【研究成果】 

（１）各種誘導体の化学合成 

 KOR 作動薬 YNT-1612 の誘導体として、4,5-エポキシモルヒナン骨格上方へ置換基を配向

させるための足掛かりとなるビシクロ[2.2.2]オクテン骨格をビシクロ[2.2.2]オクタン, オキ

サビシクロ[2.2.2]オクタン, アザビシクロ[2.2.2]オクタン骨格へと変換した誘導体を設計し、

合成した。市販のナルトレキソン塩酸塩を出発原料とし、3工程でテバイン誘導体を得た後、

Diels-Alder 反応、エノールトリフレート化、Pd 触媒的カルボニル化反応によりビシクロ

[2.2.2]オクテン骨格 A を構築し、その後誘導化することで 6種類のビシクロ[2.2.2]オクテン



誘導体を得た。ビシクロ[2.2.2]オクテンに対して水素添加反応を行うと、アミド基が β配向

した誘導体のみ得られ、一方テバイン誘導体に対してアクリル酸エチルを Diels-Alder 反応

により連結するとアミド基が α配向した誘導体のみが得られ、誘導化により計 12種類のビ

シクロ[2.2.2]オクタン誘導体を得た。また、3-メチルナルトレキソンに対し、塩基性条件下、

クロロ酢酸エチルを作用させてエポキシ環を構築後、塩基を作用させることで分子内環化

によりオキサビシクロ[2.2.2]オクタン骨格を構築し、その後の変換によりオキサビシクロ

[2.2.2]オクタン誘導体 12 種を合成した。最後に、ナルトレキソン塩酸塩より 9 工程で合成

した 14-アミノナルトレキソン誘導体に対し、塩基性条件下、クロロ酢酸エチルを作用させ

ることで分子内環化によりアザビシクロ[2.2.2]オクタン骨格を構築し、その後の変換により

アザビシクロ[2.2.2]オクタン誘導体 12種を合成した。 

 DOR 作動薬 KNT-127 の誘導体は、モルヒナン骨格水平方向へ置換基を配向させるための

足掛かりとなるキノリン環を軸とした誘導体を設計し、合成した。ナルトレキソン塩酸塩を

出発原料とし、メチル化、亜鉛還元、Ulmann反応、アセタール化、Birch還元によりモルヒ

ナン骨格へと変換した。このものを、TrocCl を用いる脱シクロプロピルメチル化、還元によ

り、誘導化の共通中間体である N-メチルモルヒナンを合成した。N-メチルモルヒナンより

Friedlanderキノリン合成により計 12種の誘導体を合成した。 

（２）各種誘導体の薬理評価 

 合成した誘導体を用い、井上班の構築した細胞内シグナル解析にて評価することで、構造

-シグナル活性相関情報を取得し、活性を示したリガンドについてはマウスを用いた薬理作

用を評価することで構造–作用相関情報を取得した。特に興味深い活性を示したリガンドに

ついて抜粋して報告する。 

 KOR 作動薬 YNT-1612 および YNT-1612 のビシクロ[2.2.2]オクテン骨格をビシクロ[2.2.2]

オクタンへと還元することでアミド側鎖の配向を変化させた YNT-1623, YNT-1624 の各種

シグナルを、内因性リガンドである Dynorphin A および副作用として鎮静作用を示す

Nalfurafine と比較した。その結果、Gαi シグナルでは YNT-1612, 1623 はフルアゴニストに

近い活性を示し、YNT-1624 は中程度の部分作動活性を示した一方、β アレスチン 2 シグナ

ルでは YNT-1612, 1623 は非常に弱い部分活性を示すに留まり、YNT-1624 においては β ア

レスチン 2 シグナルを全く示さなかった。 

 続いて、このようなアミド側鎖の配向の変化に伴う細胞内シグナルの違いがマウス個体

の応答にどのような影響を及ぼすかを調べるために、酢酸ライジング法による鎮痛作用評

価およびローターロッド法による鎮静作用評価を実施し、Nalfurafine と比較した。その結果、

Nalfurafine は鎮痛作用と鎮静作用の間の therapeutic window が狭く、分離比 (鎮静 ED50/鎮痛

ED50) は 3 倍程度であった一方で、YNT-1623 では約 410 倍、YNT-1612 では 850 倍と

therapeutic window が拡大された。さらに、YNT-1624 では高用量においても全く鎮静作用を

示さなかった。 



（３）オピオイド受容体が引き起こす作用に対して支配的な構造-シグナル-神経の多次元

情報の取得 

 これら細胞―個体での一貫した実験結果から、KOR 作動薬が示す副作用 (鎮静作用) は β

アレスチン 2 シグナルに関係している可能性が強く示唆された。この違いをもたらす構造

的要因については、寿野班 (A01 班) と共に Cryo-EM SPA を用いた構造解析を、また神経

回路的な検討は櫻井班 (A03班) と協力して実施している。 

 


