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研究成果の概要（和文）：モルヒネ (M) の活性代謝物モルヒノン (MON) につき検討した。まずM緩和療法を受けたが
ん患者の17尿サンプル全てからMONが LC/MSで検出された。次にラット由来リコンビナント17β-ヒドロキシステロイド
脱水素酵素タイプ 2 と 6を作成して速度論的解析を行った結果、NAD+ 又は NADP+存在下、タイプ 2でのみ MからMON
生成が確認された。更にμ受容体-緑色蛍光タンパク質融合体発現HEK239細胞系にμ受容体作働薬DAMGO又はMを添加す
ると融合タンパク質のインターナリゼーションが確認された。この系はMONとμ受容体との相互作用解析において有用
なツールになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this project, we characterized morphinone (MON) as an active metabolite of 
morphine (M), from various view points. Firstly, considerable amounts of MON were detected in urine 
samples from cancer patients receiving palliative therapy with M in the LC/MS analysis. Secondly, we 
characterized the enzyme(s) responsible for MON formation using recombinant rat 17β-hydroxysteroid 
dehydrogenases type 2 and 6, and kinetic analyses revealed that only type 2 catalyzed the conversion of M 
to MON in the presence of NAD+ or NADP+. Thirdly, HEK293 cells transformed with a vector in which cDNA 
encodingμ-receptor-green fluorescence protein (GFP)-fusion proteins were introduced. Addition of M as 
well as DAMGO, a knownμ-receptor agonist, caused internalization of the fusion proteins in the cell 
membrane. This HEK 293 cell system may be a useful tool to analyze possible interaction between MON and 
μ-receptor.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
モルヒネ (M) はがん疼痛に対する緩和療法

など、臨床面で不可欠の鎮痛薬である一方で、

耐性・依存性発現に加えて便秘、嘔吐、体温

下降等の副作用が問題となる。Mの耐性発現

機構に関して、G-タンパク質制御の K チャ

ネルや Ca チャネル、並びにアデニレートシ

クラーゼの阻害 (1)、 MAPK 経路の興奮、β-

アレスチン３の関与 (2)、µ-オピオイド受容

体のインターナリゼーションの関与 (3) 等

が考えられている。 

 モルヒネの代謝経路として、N-脱メチル化、

6 位水酸基の脱水素、３位及び６位水酸基の

グルクロン酸抱合等が知られ、特にモルヒネ 

6-グルクロニドは母化合物を上回る鎮痛効果

を示す活性代謝物である (4)。一方、M 6-脱

水素酵素により生成するモルヒノン (MON)

は鎮痛活性を有さないが、グルタチオンやタ

ンパク質の SH 基と容易に結合することから 

(5)、M耐性発現における MONの関与が示唆

されている。また Mの構造異性体エピモルヒ

ネ (EM) も鎮痛活性を持つものの (6)、それ

以外の性質は明らかではない。生体内で

MONから Mと EMいずれも生成する可能性

があり、M 耐性発現に MON が関与すれば、

EM もそれに絡んでくる。さらに EM から

MONが生成しにくいとすれば、EM耐性は発

現しにくいことにもなる。そこで本計画では、

Mから生成する活性代謝物MONのM耐性発

現における役割を立体代謝化学的観点から

追究することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では 

(1) M を主とした緩和療法を受けている患者

尿を用いて、ヒト in vivoにおける Mからの

MON生成を確認すること、 

(2) ラット及びヒトにおける Mから MON生

成に主に関与する酵素を明らかにすること、 

(3) ヒト胎児腎臓由来の HEK293細胞を用い

て、オピオイド受容体である µ 受容体-緑色

蛍光タンパク質 (GFP) 融合タンパク質の細

胞膜発現系を構築し、Mやそのジアステレオ

マーである EMによるインターナリゼーショ

ンの有無、並びに µ 受容体-GFP 融合タンパ

ク質への MON結合の有無を確認すること、 

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 緩和療法患者の尿中 MON 定量実験：塩

酸 M を用いた緩和療法を施されている岡山

大学付属病院あるいは倉敷成人病センター

入院がん患者尿（17 サンプル）を採取し、

LC/MSにより尿中 MONを定量した。サンプ

ルは Millex-LH シリンジフィルター（0.45 µm, 

Millipore）を通した沪液を蒸留水で 10倍希釈

し、酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液で pH 3.5

に調整した。LC/MS条件は以下の通りである。

使用機器：Agilent Technologies 社製 Agilent 

1100 series LC & LC-MSD SL MS, カラム; GL 

Science社製 Inertsil C8-3 (3 µm, 2.1 mm i.d. x 

150 mm), 移動相; 10 mM HCOONH3/MeOH 

(80 : 20), 流速 0.2 mL/min, カラム温度; 40℃, 

SIM; m/z 284, m/z 115.3。塩酸モルヒノン標品

を用いた絶対検量線法により、生成 MON 量

を算出した。 

(2) ラット肝臓からの 17β-ヒドロキシステ

ロイドデヒドロゲナーゼ (17β-HSD) type 2

及び type 6 をコードする cDNA クローニン

グと昆虫細胞発現系構築と酵素化学的性質

の検討：山野ら (7) によりラット肝ミクロゾ

ームがMからMONを生成することが明らか

にされていることから、既に遺伝子クローニ

ングされている小胞体膜結合性 17β-HSD 

type 2 及び type 6に焦点を当て、既報 (8, 9)

に従ってラット肝臓の Total RNAから cDNA

をクローニングし、Sf9 昆虫細胞系に導入し

て酵素タンパク質を発現させた。これらを酵

素源として、内因性基質である 17β-Estradiol 

(17β-E2) からの Estrone (E1) 生成と共に、M

あるいは EMからの MON生成を HPLCによ

り定量し、速度論的に解析した。 



(3) μ受容体-GFP融合タンパク質の HEK293

細胞発現系構築とμ受容体作動薬によるイ

ンターナリゼーション解析実験：HEK293細

胞をディッシュに播種し、コンフルエントに

なった後、μ受容体-GFP融合タンパク質発現

ベクターを jetPEIを用いてトランスフェクシ

ョンした。細胞が蛍光を発していることを確

認後、回収した細胞の溶解液について、抗ラ

ットμ受容体抗体および抗GFP抗体を用いた

ウェスタンブロットによる μ受容体の発現に

ついて検討した。また同様に操作して得られ

たソニケーション処理および無処理の細胞

溶解液に Agarose conjugated Anti-GFPを加え

て結合体を沈殿させ、SDS-サンプル buffer 

で処理した上清を直接電気泳動しウェスタ

ンブロットを行った。このようにして得られ

た μ受容体-GFP融合タンパク質発現HEK293

細胞にμ受容体作動薬である DAMGO、Mあ 

るいはコデイン (C) を処理し、オピオイド処

理 10、30および 60分後に蛍光顕微鏡で GFP

タンパク質（蛍光）の細胞内動態を観察した。

PKC阻害剤 calphostin cの影響を調べる場合

には、細胞を 1 μM calphostin cで 10分間前処

理した後、Mあるいは C処理し、同様に蛍光

顕微鏡で観察した。  
 
４．研究成果 
＜結果＞ 

(1) 緩和療法を受けたがん患者の尿中 MON

の同定と定量：Mを主とする緩和療法を受け

ているがん患者 10名から得た 17尿サンプル

について m/z 284.0 [M+ + H] を指標とする

SIM-LC/MS分析を行ったところ、全てのサン

プルから MONが検出された。Figure 1に 358 

pmol/mL の MON が検出された女性患者（非

小細胞肺がん、MS コンチン投与）の尿サン

プルのイオンクロマトグラムを示す。17サン

プル中に検出された MON の平均値は 394 ± 

423 pmol/mL 原尿（最小値 28 pmol/mL, 最大

値 1,633 pmol/mL）であった。 

 

 

(2) ラット17β-HSD type 2 及び type 6のリコ

ンビナント酵素によるMからのMON生成反

応：既報 (7, 8) に従ってラット肝臓の Total 

RNA画分から 17β-HSD type 2 及び type 6を

各々コードする cDNA をクローニングした。

塩基配列、推定アミノ酸配列いずれも既報の

ものと一致することを確認した後に昆虫細

胞（Sf9）系に導入して酵素タンパク質を発現

させ、その膜画分を酵素源とした。17β-E2、

E1、M、EM あるいは MONを基質、NAD(H) 

あるいは NADP(H)を補酵素として反応させ、

生成する酸化または還元成績体を HPLC に

て定量した。その結果 17β-HSD type 2による

17β-E2  E1生成反応は、NAD+を補酵素とし

た場合、 Km = 5.07 µM、 Vmax = 189.1 

nmol/min/mg protein、NADP+では、Km = 1.27 

µM、Vmax = 7.42  nmol/min/mg protein であっ

た。 同様に 17β-HSD type 6は、Km = 1.88 µM、

Vmax = 14.1 nmol/ min/mg protein（補酵素 

NAD+ ）、 Km = 17.2 µM 、 Vmax = 30.1 

nmol/min/mgprotein （補酵素 NADP+）であっ

た。  M  MON 生成反応については、

17β-HSD type 2が活性（Km = 313 µM、Vmax = 

162 nmol/min/mg protein：補酵素 NAD+）を示

したのに対し、NAD+あるいは NADP+いずれ

を補酵素とした場合も、17β-HSD type 6では 

MON 生成活性が認められなかった。一方、

M ６位水酸基の立体異性体である EM を基

質とした場合、17β-HSD type 2、type 6 いず

れも MON 生成活性は示さなかった。また

MON からの還元反応を検討したところ、

NADH を補酵素にしたときに M が生成した

が、EMは生成しなかった。 



(3) HEK293 細胞におけるμ受容体-GFP 融

合タンパク質発現系構築とμ受容体作動薬

によるインターナリゼーション解析：まず、

細胞溶解液（タンパク質量として 30~70 

µg）について、抗ラットμ受容体抗体（Novus 

NBP1-96656）での検出を試みたが上手く行

かなかったことから、  Agarose conjugated 

Anti-GFP を用いて細胞溶解液中の GFP タン

パク質を特異的に結合させて濃縮抽出を行

い、検出することにした。ソニケーション処

理あるいは無処理の細胞溶解液、Agarose 

conjugated Anti-GFP未処理の細胞溶解液、お

よび Agarose conjugated Anti-GFPに結合しな

かった細胞溶解液成分について電気泳動を

行い、抗 GFP 抗体、抗ラット µ 受容体抗体

Novus NBP1-96656 Novus NB110- 79878）によ

るウェスタンブロット分析を行った。いずれ

の抗体を用いた場合も、ラット µ受容体（分

子量 49,000）と GFP（分子量 27,000）の融

合タンパク質に相当する分子量 80,000 付近

のバンドは検出されなかった。しかし抗 GFP

抗体を使ったウェスタンブロット分析では、

細胞溶解液をソニケーション後に Agarose 

conjugated Anti-GFPで濃縮抽出したサンプル

においてのみ GFP のところにバンドが検出

された。また、抗ラット µ受容体抗体（Novus 

NB110-79878）を用いたウェスタンブロット

分析では、細胞溶解液を Agarose conjugated 

Anti-GFPで濃縮抽出したサンプルで、ソニケ

ーション処理の有無にかかわらず分子量

50,000付近にバンドが確認された。 そこで、

この HEK236 細胞発現系を用いて、PKC 阻

害剤 calphostin c無処理細胞および前処理細

胞におけるμ受容体作動薬 DAMGO、M あ

るいは C によるμ受容体のインターナリゼ

ーションについて検討した。その結果 1 μM 

DAMGO処理と calphostin c前処理後の 10 

μMのM処理で、 µ受容体のインターナリ

ゼーションが観察された  (Fig. 2) が、

calphostin c前処理細胞にCを 1 mMで処理

してもインターナリゼーションは認められ

なかった。 

 

 

 

 

 
＜考察＞ 

 本研究では、最初に主に Mを用いた緩和療

法を受けているがん患者の尿中からの MON

検出を試みたところ、分析した全ての尿サン

プルから MON生成が確認された。17サンプ

ル中の平均値は 0.39 µM、最大値は 1.7 µM で

あり、少なからぬ濃度の MONが M投与患者

の体内で生成していることを初めて明らか

にした。 

 本研究計画の連携研究者である山野らは、

既に人を含めた動物の肝細胞下画分（ミクロ

ゾームやサイトゾル）並びにラットミクロゾ

ーム画分から得られた部分精製標品を用い

た in vitro 実験より、ラット肝ミクロゾーム

のモルヒネ-6-脱水素酵素がMからMON生成

反応を触媒することを明らかにしているが 

(7) 、モルヒネ-6-脱水素酵素の遺伝子を含め

てその全貌は明らかにされていなかった。本

研究では、ラット肝臓に複数発現している

Short-chain dehydrogenase reductaseの中で、特

に膜結合性タンパク質である 17β-HSD type 

2と type 6に焦点を当てて、そのタンパク質

をコードしている cDNA をクローニングし

て、この２種類のリコンビナント酵素を各々

昆虫細胞に発現させた。これらはいずれも内

因性基質である 17β- E2をE1へと変換したが、

MをMONへ変換する触媒機能は type 2のみ

にしか見いだされなかった。さらに、Mのジ

アステレオマーである EMからの MON生成

はいずれの酵素を用いた場合も認められず、



これらの基質と 17β-HSD タンパク質のドッ

キングシミュレーションからも、17β-HSD 

type 2による脱水素反応には厳密な基質立体

選択性のあることが示された。 

 蛍光顕微鏡下で、μ受容体-GFP融合タンパ

ク質遺伝子をトランスフェクションした細

胞中に GFPが発現していること、および細胞

膜で強く蛍光を発していることが観察され

た。また、DAMGOあるいはモルヒネと PKC

阻害剤処理した両細胞で、蛍光物質の細胞膜

から細胞内への移行（インターナリゼーショ

ン）が一部認められたことから、μ受容体-GFP

融合タンパク質の発現が予想された。しかし

ながら、抗ラット μ受容体抗体および抗 GFP

抗体を用いたウェスタンブロット分析の結

果からは、μ受容体-GFP融合タンパク質の発

現を明確に示すことができなかった。この原

因として細胞溶解液中でプロテアーゼによ

る発現タンパク質が分解されることや融合

タンパク質発現量自体が非常に少ないこと

等が考えられる。 

 本研究の遂行中に幾つかの困難な問題に

遭遇して、当初の目的からすれば最終年度ま

での達成度は 80％程度と考えられる。しかし、

ヒト尿中 in vivo M代謝物としての MON同

定、ラット in vitro における MON生成酵素

としての 17β-HSD type ２の確認、さらには

μ 受容体-GFP 融合タンパク質発現細胞系の

プロトタイプ構築に成功した。これらの結果

を踏まえて、今後、ヒトにおける MON 生成

酵素の確認と共に、細胞溶解液にプロテアー

ゼ阻害剤を添加して細胞膜成分の濃縮分離

や、インサート（μ受容体-GFP）を導入した

新規高発現ベクター構築を進めて、μ 受容体

-GFPへの MON結合の有無、今回は充分量の

合成が出来ずに添加実験が出来なかった EM

についてもさらに製法を工夫して充分量を

確保し、インターナリゼーションの有無につ

いて検討を進める予定である。 
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