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研究成果の概要（和文）：鎮痛作用のオピオイド受容体ではなく、痛み増強作用のノシセプチン
受容体の阻害という、既存と全く異なる新規メカニズムに基づく鎮痛薬の創製のために、(1)
受容体の丸ごと総アラニンスキャン、(2)アフィニティラベリング、(3)分子モデリング を実
施した。こうして、全てのアミノ酸の点変異受容体作成を達成し、世界初のアフィニティラベ
リングに成就した。これらより、リガンド近傍に存在する３つのシスチンを同定し、分子モデ
ル上にマップすることで近傍のチロシンが阻害剤結合に重要だと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to develop the analgesics based on novel antagonist 
molecular mechanisms of the algesic nociceptin receptor, but not on ordinary agonist mechanisms of the 
analgesic opioid receptors.  To set and achieve this goal, we performed (1) alanine scanning of all 
amino acids of the receptor, (2) affinity labeling, and (3) molecular modeling.  We have succeeded in 
preparations of all of possible point-mutated receptors one-by-one, and also in preparations of the 
affinity ligands for them.  These enabled to identify three essential Cys residues present in the 
ligand-binding cavity.  Their mapping on the modeling 3D-structure suggested that neighboring Tyr is 
a key residue for the antagonist binding.        
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１．研究開始当初の背景 

 脳や脊髄に存在するノシセプチンは、1995
年に発見された「痛み増強」作用のある神経
ペプチドである[1]。さらに 1997 年、ノシセプ
チンの受容体結合を阻害するアンタゴニス
トとして Ac-RYYRIK-NH2 がペプチドライブラ

リーより選別され、ノシセプチン受容体のブ
ロックによる鎮痛薬開発の夢の発端となっ
た[2]。しかし、その後の研究で、Ac-RYYRIK-NH2
は、アンタゴニスト作用を示す一方で、アゴ
ニスト作用、すなわち、ノシセプチン受容体
を活性化する作用も有しており、ノシセプチ
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ンの 50％ほどの活性を示すことが明らかに
なった。そのため、夢の鎮痛薬は実現しなか
った。また、ノシセプチン受容体のノックア
ウトマウス作製など精力的に行われたが、ノ
シセプチン受容体のノックアウトで、鎮痛に
関わるオピオイド受容体発現にまで影響を
及ぼすことが判明し[3]、ノシセプチン受容体
そのものの機能には、現在なお不明な点も多
い。従って、鎮痛薬開発のみならず、生理機
能解明の観点からも、この受容体のみを特異
的かつ完全に不活性化する「純アンタゴニス
ト」が世界中で熱望されている。こうしたな
か、申請者らはごく最近、初めて純アンタゴ
ニスト isovaleroyl-RYYRIK-NH2 の創製に成
就した[4]。 
 
[1] Meunier JC, et al., Nature, 377, 532–535 
(1995).  [2] Dooley, C.T., et al., J. Pharmacol. 
Exp.Ther., 283, 735–41 (1997).  [3] Clarke, S., et 
al. Brain Research, 906, 13–24 ( 2001).  [4] Li, 
L., et al. Bioorg. Med. Chem., 16, 2635–2644 
(2008). 
 
２．研究の目的 

 内在性のオピオイド（アヘン様作用物質）

であるエンケファリンが発見されて以来 30

年以上も経つが、モルヒネ類にかわる「夢の

鎮痛薬」は未だに実現していない。そして今、

これらオピオイドの受容体を介さない画期

的鎮痛薬に夢が託されようとしている。本研

究では、鎮痛作用を発揮するオピオイド受容

体ではなく、逆の作用を示す疼痛受容体、す

なわち痛みを増強するノシセプチン受容体

を阻害するアンタゴニストの設計という、既

存と全く異なる新規メカニズムに基づく鎮

痛薬の創製を目指す。 

 通常、アンタゴニストは、部分的にアゴニ

ストの作用を残していることが多く、純粋で

強力なアンタゴニストを得るのは非常な困

難を伴う。しかし、申請者らはこの中途半端

な性質は、却ってリガンドのアゴニスト/ア

ンタゴニスト構造要因の解明に好都合と考

えた。そこで、純アンタゴニスト創製の分子

基盤を解明すべく、アシル-アルキル基の特

徴から、直鎖型と分岐型（isoおよび tert骨
格）に分類し、系統的な構造活性相関研究を

展開してきた[4-6]。その結果、Ac-RYYRIK-NH2
の N 端側構造がアゴニスト/アンタゴニスト

活性を決定する鍵であることを突き止め、世

界で初めてノシセプチン受容体の純アンタ

ゴニスト創製に成就した [4]。同時に、

Ac-RYYRIK-NH2 の修飾に基づく純アンタゴニ

スト開発だけでは、限界があることを悟った。

すなわち、リガンド立体構造の制約から、こ

の N端側が結合出来ない受容体部位に肝要な

純アンタゴニスト結合構造要因がある場合

は、その発見は恒久的に不可能である。そこ

で、申請者らは、リガンドの結合構造要因を

究明したときと同様に、受容体の全アミノ酸

を 1つずつアラニンに置換する、丸ごとアラ

ニンスキャン施し[図１]、受容体側のアゴニ

スト/アンタゴニスト結合構造要因も解明し

て、「リガンド/受容体の双方の構造要因に

基づけば、痛み増強ノシセプチン受容体を完

全かつ強固にブロックする夢の鎮痛薬を設

計・実現できる」という着想を得た [7]。 
 
[5] Okada, K., et al., Bioorg. Med. Chem., 16, 
9261–9267 (2008).  [6] Nishimura, H., et al., 
Bioorg. Med. Chem., 17, 5683–5687 (2009).   
[7] Isozaki, K., et al., Bioorg. Med. Chem., 17, 
7904–7908 (2009). 
 
３．研究の方法 

(1)ノシセプチン受容体の丸ごと総アラニン
スキャン変異体作成 

 ノシセプチン受容体全 370 残基のアミノ
酸の重要性を検証するために、プライマー部
位に変異を導入する PCR 法により点変異受容
体を作成した。PCR で増幅した全ての配列の
塩基配列をシークエンスし確認した。これを
発現ベクターに組み込み、発現プラスミドを
作製した。 

(2) アフィニティリガンド合成 

 純アンタゴニストisovaleroyl-RYYRIK-NH2
の isovaleroyl を Cys(Npys)基に置換したア
ンタゴニストペプチドを合成した。化学合成
には、手動 Fmoc 固相ペプチド合成法を用い、
樹脂に結合したペプチドのアミノ基を
BCIP/NBD で活性エステルとし、Fmoc 基でア
ミノ末端を保護した Fmoc アミノ酸をカップ
リングさせることでペプチド鎖の伸長を行
った。合成したペプチドの樹脂から切断には、
Npys 基を保持し副生成物を最小にするため
の条件検討を行い、最終的に TFA:dH2O = 95:5
を用いた。 

(3) 飽和結合試験 

 得られた点変異受容体の活性を確認する

図１ ノシセプチン受容体の構造と 
        アラニンスキャン 
206 と 207 位のアミノ酸残基が、ノシセプチンの 
結合ではなく活性化に重要であることが判明した。 



ため、[3H] ノシセプチン([3H]Noc)を用いた
飽和結合試験を実施した。アラニンスキャン
点変異受容体と各濃度の放射標識された
[3H]Noc を binding buffer 中で混合し、25℃
で 1.5 時間インキュベートした。非特異的な
結合は過剰量のノシセプチンを[3H]Noc と供
に加えることにより調べた。その後、遊離の
[3H]Noc はセルハーベスターを用いてグラス
フィルターに受容体を結合させることによ
り取り除いた。 

 
(4) 競合結合試験 
 合成したアフィニティリガンドの[3H]Noc
の受容体結合を阻害する能力でノシセプチ
ン受容体への結合性を評価した。まず、アフ
ィニティリガンドを[3H]Noc と共に binding 
buffer 中で混合し、インキュベートした。そ
の後、遊離の[3H]Noc セルハーベスターを用
いてグラスフィルターに受容体を結合させ
ることにより取り除いた。化学物質の IC50値
（[3H] E2 の受容体結合を 50%阻害する値）は
プログラム Prism により算定した。 
 
(5)GTPγS 結合試験 
 合成リガンドのアゴニスト／アンタゴニ
スト活性は、[35S]GTPγS 結合試験による
GTP/GDP 交換反応により解析した。 

 

(6) アフィニティラベリング 

 合成した Cys(Npys)-RYYRIK-NH2 のアフィ
ニティラベリングは、受容体を合成したアフ
ィニティリガンドで 1時間プレインキュベー
トすることにより実施した。遊離のアフィニ
ティリガンドは、超遠心法により洗浄して取
り除いた。その後、通常同様に[3H]Noc を用
いたノシセプチンの競合結合試験を実施し
た。ラベリング能の評価は、プレインキュベ
ーとしなかった場合の最大応答値を、どの程
度抑制するかによって評価した。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) ノシセプチン受容体の丸ごと総アラニ
ンスキャン変異体作成 

 常法に従い、各アミノ酸をアラニンに置換
した点変異体を作製した。数が多いため、市
販の変異導入キットを使用せず、プライマー
に変異を導入する PCR 法により 2 段階の PCR
を経て変異を導入した。最終的に塩基配列の
確認を行い、予定通りに変異を導入できた。 

 

(2) アフィニティリガンド合成 

 手動固相合成法で行い、カップリング、脱
樹脂、HPLC 精製により、最終的に収率 22％

で高純度のアフィニティペプチドを得た。競
合結合試験の結果、合成したアフィニティリ
ガンドの IC50値は 133 nM であった。 
 
(3)GTPγS 結合試験 

 合成したアフィニティリガンドのアゴニ
スト活性は、[35S]GTPγS 結合試験によりほと
んど無いことが判明した[図２]。さらに、ア
フィニティリガンドをプレインキュベート
することにより、ノシセプチンによる受容体
活性化を阻害することが判明し、合成したア
フィニティリガンドはアンタゴニストであ
ることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ アフィニティリガンドのアゴニスト活性 

横軸はリガンド濃度、縦軸はアゴニスト活性を示す。●はノ
シセプチン、○はアフィニティリガンド。アフィニティリガ
ンドはアゴニスト活性をほとんど示さなかった。 

 
(4) アフィニティラベリング 

 ノシセプチン受容体のアフィニティラベ
リングに世界で初めて成功した。本研究では、
まず、ノシセプチン受容体をアフリカミドリ
ザル腎由来 COS-7 細胞で発現し、細胞膜画分
を遠心により回収した。次に、ノシセプチン
受容体の膜標品と Cys(Npys)含有アンタゴニ
ストを混合し、受容体の特異的結合部位に
Cys(Npys)含有アンタゴニストを結合させた。
その結果、結合部位近傍に存在するアミノ酸
（Cys）と、リガンドの SNpys 基がチオール-
ジスルフィド交換反応により、共有結合を形
成し、本研究により、確かに Cys(Npys)含有
アンタゴニストがアフィニティリガンドと
して機能し、受容体をラベルする事が確認で
きた。アフィニティリガンドの濃度依存的に、
ラベルされるノシセプチン受容体の量が変
化する様子も解析した[図３]。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ アフィニティラベリングによる受容体量減少 

横軸はノシセプチン濃度、縦軸はラベル無しの場合を 100%
とした見かけの受容体量を示す。アフィニティリガンドの濃
度依存的に、受容体がラベルされることが示された。 
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