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研究成果の概要（和文）：本研究では、3つの主要なオピオイド受容体サブタイプ（δ、κ、μ）とそのバイア
ス型リガンド（特定のシグナル経路を選択的に活性化する作動薬）について、細胞内シグナル伝達の特徴を探索
した。オピオイド受容体が直接結合するシグナル因子である3つのトランスデューサー（三量体Gタンパク質、ア
レスチン、GPCRキナーゼ）について、個々のトランスデューサのサブタイプの活性化を計測した。その結果、3
つオピオイド受容体に共通するシグナル特性と、個別のシグナル特性を見出した。また、構造研究グループとの
共同研究を通じて、バイアス型リガンドがシグナルの偏りを誘導するオピオイド受容体の構造基盤を解明した。

研究成果の概要（英文）：This project explored the intracellular signaling characteristics of the 
three major opioid receptor subtypes (delta, kappa and mu) and their biased ligands (agonists that 
selectively activate specific signaling pathways). For three transducers (trimeric G protein, 
arrestin and GPCR kinase), which are signaling factors to which the opioid receptor directly binds, 
the activation of individual transducer subtypes was measured. As a result, common and individual 
signaling properties were found for the three opioid receptors. Through collaboration with the 
Structural Research Group, the structural basis of the opioid receptors, in which biased ligands 
induce a bias in signaling, was elucidated.

研究分野：シグナル伝達学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オピオイド受容体は鎮痛薬の重要な標的タンパク質であるが、副作用の機序は不明な点が多い。本研究を通じ
て、オピオイド受容体は、多様な細胞内シグナル伝達経路を誘導することを見出した。さらに、特定のシグナル
伝達を誘導するバイアス型リガンドがオピオイド受容体を活性化する構造基盤を見出した。これらの研究成果
は、薬効と副作用を切り分けたオピオイド受容体作動薬の合理的な開発論の構築に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 オピオイド受容体を代表とする G タンパク質共役型受容体（GPCR）の研究が進む中で、従
来のシグナル伝達モデルでは説明のつかない課題に直面してきた。これまでの典型的なモデル
では、受容体はオンとオフの 2 状態であり、オン状態の受容体は固有のシグナル伝達を介して
細胞応答を誘導する。GPCR の下流経路として、G タンパク質経路以外にも β アレスチン経路
が存在し、これがオピオイド鎮痛薬の副作用に関与することが示唆されてきた。単純なオンオフ
2 状態ではなく、特定の経路を選択的に活性化する受容体の活性状態が存在することが示され、
これを薬理学的に誘導するバイアス型リガンドの開発が進んだが、期待に反して副作用の低減
には至らなかった。 
 井上らは独自に開発した網羅的シグナル解析技術を用い、これまでに多くの GPCR について
各種シグナル経路を測定してきた。この中で、個々の GPCR が種々のシグナル経路を活性化す
ることができること、リガンドの化学構造の違いによりシグナルプロファイルが大きく変化す
ることを明らかにした。これらの知見は、膜受容体と細胞・個体応答の関係が既存のモデルより
遥かに高次元のシグナルバランスの上に成り立っており、副作用も単一のシグナル経路ではな
く複数シグナルのバランス崩壊に由来するという新たなモデルが提示される。この複雑なシス
テムの全体像解明には、分子から個体に至る各階層の網羅的で連関した情報の収集が不可欠と
考えられたが、これを可能とする既存技術は存在しなかった。 
 そこで本研究領域において、オピオイド受容体をモデルとして「生理作用の因数分解」に取り
組むべく、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た。 
 
２．研究の目的 
 本研究領域の計画班である井上班（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。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。 
 
３．研究の方法 
 シグナル評価は、NanoBiT assay を用いた。オピオイド受容体やシグナル因子（G タンパク
質、β アレスチン、GRK など）にそれぞれ NanoLuc 分割ルシフェラーゼの断片である LgBiT
または SmBiT を融合させた発現プラスミドを作製した。HEK293 細胞、エフェクター欠損
HEK293 細胞を培養ディッシュに播種し、NanoBiTセンサープラスミドをトランスフェクショ
ンにより導入した。24時間培養後、トランスフェクションした HEK293 細胞を培養ディッシュ
から剥がして、96ウェルプレートに播種し、NanoBiT 発光基質であるセレンテラジンを添加し、
2時間室温で静置した。その後、発光プレートリーダーでベースライン発光カウントを計測した
後に、希釈系列を振ったリガンドを添加し、継時的に発光変化を計測した。一定時間後（典型的
には 5 分後または 10 分後）の発光変化をプロットして、シグモイド曲線から Emaxや EC50など
のパラメーターを算出した。 
 
４．研究成果 
 3 つの主要なオピオイド受容体（δ サブタイプ、κ サブタイプ、µ サブタイプ）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（δ オピオイド受容体、µ オピ
オイド受容体）と Dynorphin（κオピオイド受容体）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、κオピオイド受容体は、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、δオピオイド受容体と µ オピオイド受容体に関しては、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（図 1）。一方、κオピオイド受容体については、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（図 2）。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においても 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（図 3）。 
 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 δオピオイド受容体の変異体実験から、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（図 4）。別の共同研

究先が構造決定した µ オピオイド受容体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（図 5）。 
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