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研究成果の概要（和文）：我々が構築したκ作動薬の3Dファーマコフォーモデルに基づき、結合様式1, 3, および4に
属する化合物を合成し、オピオイド受容体に対する結合親和性および作動活性を検討した。その結果、結合能および活
性の強さには差は認められたが、いずれの化合物もκ受容体選択的な結合性およびκ作動活性を示した。化合物の結合
様式が作動活性評価に用いたCellKey SystemTMの検出波形に影響するかを検討したが、影響は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：On the basis of our 3D pharmacophore model of kappa agonists, compounds belonging 
to the binding mode 1, 3, or 4 were synthesized and their binding affinities and agonistic activities for 
the opioid receptors were evaluated. The test compounds showed selective binding abilities and agonistic a
ctivities for the kappa receptor although the strengths of bindings and activities depended on the structu
res. The binding modes of the compounds were not observed to affect the impedance patterns detected by Cel
lKey SystemTM which was used in the functional assays.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
古くからオピオイドκ受容体にはサブタ
イプ（κ1～κ3）の存在が提唱されてきたが、
その存在は明らかにされていない。近年、オ
ピオイド受容体をはじめ様々な受容体はダ
イマーとしても存在し、かつ機能することが
見出され、オピオイド受容体ダイマーとサブ
タイプの関連が示唆されているが未だ統一
した見解は得られていない。一方、我々が構
築したκ作動薬の 3D ファーマコフォーモデ
ルによると、結合様式は 4種存在し、結合様
式１～３に属する化合物は、各々κ3、κ1、
およびκ2 作動薬に分類されるものであった
ことから、今まで提唱されてきたκ受容体サ
ブタイプは作動薬の結合様式に起因する可
能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1) 各結合様式に該当する化合物を設計・合
成し、κ受容体への結合性の有無、κ作動活
性の発現を確認する。 
 
(2) 設計・合成した各結合様式に属する化合
物のκ作動作用が、提唱されているκサブタ
イプ（κ1～κ3）に相当するかを検証する。 
 
(3)  オピオイドリガンドの活性評価に
CellKey SystemTM（評価対象細胞に人為的な
操作を加える必要が無く、かつ標識化合物の
必要の無いラベルフリー－セルベースアッ
セイ系）が利用できることを検証する。 
 
(4)  設計・合成した各結合様式に属する化
合物のオピオイド受容体ダイマーに対する
作用を評価し、結合様式とオピオイド受容体
ダイマーの関係および／または κ 受容体サ
ブタイプとオピオイド受容体ダイマーの関
係を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 各結合様式に属する化合物を設計・合成
する。結合様式 1および 2に属する化合物と
しては、既知化合物である TRK-820 および
U-50,488H、U-69,593 を用いる。結合様式 3
に属する化合物としては、TRK-820のフェノ
ール部分を除去したデカヒドロイソキノリ
ン誘導体、およびフェノール部分をシクロヘ
キセン環に変換した化合物を合成する。結合
様式 4に属する化合物としては、TRK-820の
N-ペルフルオロアルキル誘導体（窒素置換基
としてペルフルオロアルキル基を導入する
ことにより、窒素の塩基性を大きく低下させ
る）を合成する。設計・合成した化合物のオ
ピオイド受容体に対する受容体結合能は、受
容体結合実験により評価し、作動活性につい
ては、[35S]GTPS 結合実験および／または
CellKey SystemTMにより評価する。 
 
(2) κ サブタイプへの作用については、κ1

サブタイプに親和性が高いとされるU-69,593、

κ2 サブタイプに親和性が高いとされるブレ
マゾシンのトリチウム標識体を用い、受容体
結合実験により検討する。なお、κ3 サブタ
イプに関しては TRK-820 が高親和性を示す
とされているが、トリチウム標識体が入手で
きないため、受容体結合実験によるκサブタ
イプの検討からは除外することにする。また、
κ作動活性の観点からは、CellKey SystemTM

により検出される電気抵抗性の変化パター
ン（作動活性に相当する）が各結合様式に属
する化合物により影響されるかどうかを検
討する。 
 
(3) 複数の化合物の作動活性を CellKey 
SystemTM、[35S]GTPS結合実験、および cAMP
評価系にて評価し、作動活性を比較する。３
つの作動活性評価系の結果を比較すること
により、評価対象細胞に人為的な操作を加え
る必要が無く、かつ標識化合物の必要の無い
ラベルフリー－セルベースアッセイ系であ
る CellKey SystemTMをオピオイドリガンドの
活性評価に用いることができるかを検討す
る。 
 
(4) 2種のタイプ（例えばμタイプとκタイ
プ）の受容体を共発現させることにより、オ
ピオイド受容体ダイマー（先の例では、μ受
容体とκ受容体のヘテロダイマーが含まれ
る）を発現した細胞系を樹立し、これを用い
て化合物評価を行う。化合物の受容体ダイマ
ーに対する作用の評価は、主に、標識化合物
を用いる必要の無い CellKey SystemTMを用い
て行い、得られた結果と（１）および（２）
で得られた結果とを比較することにより、結
合様式とオピオイド受容体ダイマーの関係
および／または κ 受容体サブタイプとオピ
オイド受容体ダイマーの関係を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)  κ作動薬の 3D ファーマコフォーモデ
ルが提唱している 4種の結合様式は図 1に示
す通りである。結合様式 1および 2に属する
化合物としては、既知化合物である TRK-820
およびU-50,488H、U-69,593を用いた（図 2）。 

図 1．κ作動薬の 3D ファーマコフォーモデ
ルによる 4種の結合様式 



 

 
図 2．TRK-820、U-50,488H、および U-69,593
の構造 
 
 
① 結合様式 3に属する化合物の設計・合成 

TRK-820 のフェノール部分を除去したデ
カヒドロイソキノリン誘導体（化合物 1）、お
よびフェノール部分をシクロヘキセン環に
変換した化合物（化合物 2）を設計・合成し
た（図 3）。 

 
図 3．化合物 1および 2の構造 
 
 
② 結合様式 4に属する化合物の設計・合成 

TRK-820 の N-ペルフルオロアルキル誘導
体を設計・合成した（図 4）。TRK-820の窒素
置換基（シクロプロピルメチル基）をペルフ
ルオロアルキル基に変換することにより、窒
素の塩基性を大きく低減させた化合物であ
る。 

 
図 4．化合物 3の構造 

 
③ 各結合様式を持つ化合物のオピオイド受
容体結合実験 
 受容体結合実験の結果、以下のことが明ら
かとなった。 
ⅰ）化合物 1（R=シクロプロピルメチル）は
Ki 値が 2 桁 M オーダーと非常に弱いが
（TRK-820 のκ受容体に対する結合親和性
は Ki = 0.178 nM）κ受容体に結合し、κ受容
体選択性を示した。 
ⅱ）化合物 2は置換基 Yの種類に大きく影響
されるが、Ki = 0.451 ～ 14.5 nMでκ受容体

に結合し、μ受容体に対するκ受容体選択性
は TRK-820よりも高かった。これは、シクロ
ヘキセン環がベンゼン環の代替と成り得る
事を示唆する結果であった。 
ⅲ）化合物 2において、Y = (H, H), oxo の場
合に比べて Y = (H, OH) の場合には明らか
にκ受容体に対する結合親和性の向上が認
められ、モルヒナン骨格におけるフェノール
性ヒドロキシ基は、水素結合受容性基として
ではなく水素結合供与性基として働いてい
ることが示唆された。また、ヒドロキシ基の
立体配置は受容体結合能に影響しなかった。 
ⅳ）化合物 3の結合親和性は TRK-820と比較
して 3～26 倍低下したがκ受容体に結合し、
κ受容体選択性は TRK-820 よりも大きく向
上した。 
 上記の結果の中で特に注目すべきは、ⅱ）
とⅲ）である。2012年にμ、δ、およびκ受
容体と各受容体タイプに選択的な拮抗薬と
の複合体の X-線構造解析結果が報告された。
それによると、モルヒナン骨格のフェノール
環と受容体との間にπ－π相互作用は認め
られず、受容体には脂溶性ポケットが存在し
ている事が示された。ⅱ）の結果は、X-線構
造解析の結果に一致するものと考えられる。
すなわち、シクロヘキセン環は受容体と疎水
性相互作用していると考えられる。また X-
線構造解析によると、フェノール性ヒドロキ
シ基は水分子を介して受容体と水素結合を
形成している。ⅲ）の結果において、ヒドロ
キシ基の立体配置が受容体結合能に影響し
なかったのは、水分子を介した水素結合が存
在しているためと思われる。 
 
④ 各結合様式を持つ化合物のオピオイド作
動活性評価 
作動活性は、CellKey SystemTM または

[35S]GTPS結合実験により評価した。CellKey 
SystemTMによる作動活性評価は κ受容体に対
してのみ実施済みで μおよび δ受容体に対し
ては未実施（現在検討中）であるため κ選択
性のついての議論は出来ないが、κ 作動活性
（efficacy および potency）は、κ 受容体親和
性とほぼパラレルに変化した。TRK-820のフ
ェノール部分を持たない化合物 1は TRK-820
の持つファーマコフォーの一部を欠く化合
物であり作動活性を示さない可能性もあっ
たが、作動活性を示した。これらの結果は、
我々が構築したκ作動薬の 3D ファーマコフ
ォーモデルの正しさを支持していると考え
られる。 

 
(2) 当初、κ1作動薬とされる U-69,593およ
びκ2 作動薬とされるブレマゾシンのトリチ
ウム標識化合物を用い、受容体結合実験によ
りκサブタイプの検討を行うことを計画し
ていた。しかし、[3H] ブレマゾシンが販売中
止となり、国内では入手できなくなってしま
ったため、受容体結合実験による κ サブタ
イプの検討は出来なかった。 
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 替わりに、CellKey SystemTMにより検出さ
れる電気抵抗性の変化パターンによる κ サ
ブタイプの検討を行った。CellKey SystemTM

はGタンパク結合型受容体に結合しているG
タンパク質の種類（Gs、Gi、および Gq）に
より検出される電気抵抗のパターンが異な
ることが知られている。しかし、今のところ
Gi 型（オピオイド受容体に結合する G タン
パク質は Gi）の電気抵抗性の変化パターンし
か観察されていない（図 5）。CellKey SystemTM

を用いた評価ではヒト κ 受容体発現細胞を
用いたが、クローニングされた κ 受容体は
κ1型であるとの報告もある。今後、κ 受容
体の分布が多いことが知られている生物組
織（例えば、モルモット小脳）等を用いて検
討する必要はあるが、今のところ、化合物に
よる電気抵抗性の変化パターンの差は観察
されていない。 

 
図 5．種々の濃度の TRK-820を添加した時の
CellKey SystemTMにより検出される電気抵抗
性の変化パターン 
 
（3） CellKey SystemTM、[35S]GTPS 結合実
験、および cAMP評価系にて得られた作動活
性の比較は、δ作動薬である化合物 4（図 6）
を用いて行った。これは、化合物 1 ~ 3 の合
成が達成できる前に、先行して本検討を開始
したからである。 

 
図 6．化合物 4の構造 
 

SYK-40（4: R = シクロプロピルメチル）お
よび SYK-89（4: R = メチル）の作動活性を
CellKey SystemTM、[35S]GTPS 結合実験、お
よび cAMP評価系にて評価して得られた用量
反応曲線を図 7に示す。Efficacy（縦軸、用量
反応曲線が上方に達するほどefficacyは高い）
および potency（横軸、用量反応曲線が左にシ
フトするほど potency は高い）の絶対値は、
各評価系により異なった。従って、各々の評

価系により得られた作動活性の値を直接比
較する事は出来ない。しかし、SYK-40 の方
が potency が高く（用量反応曲線が左にシフ
トしている）、SYK-89 の方が efficacy が高い
（用量反応曲線がより上方に達している）と
いう傾向は一致した。すなわち、[35S]GTPS
結合実験や cAMP 評価系と同様、CellKey 
SystemTM を用いて得られた作動活性を基に
構造活性相関研究が可能である。 

 

図 7．CellKey SystemTM、[35S]GTPS結合実験、
および cAMP評価系にて評価した SYK-40お
よび SYK-89 の作動活性の用量反応曲線．
SNC80および DPDPEは、δ作動薬の標準化
合物として用いた． 

 
 
(4) 2種のタイプを共発現させることによる
オピオイド受容体ダイマーを発現した細胞
系については、研究期間内に樹立することは
出来なかった。現在も樹立を目指して検討を
継続しているところである。 
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