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研究成果の概要（和文）：本研究は、「オレキシン神経伝達機構を作用部位・時間分解能を確保して解析解明す
るのための分子ツールの開発」を目的として、光により活性のon、offを制御できる光応答機能を付与した分子
の開発を行うものである。研究期間内に、オレキシン受容体作動薬の開発を行い、その脳内作用部位の探索を行
った。また、オレキシン受容体作動薬の構造活性相関研究を基に光感受性官能基を導入した光ケージド薬物を開
発し、脳切片を用いた電気生理学実験を行った。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this project is to develop novel molecular tool for controlling 
sleep/wake cycle and feeding behavior. Especially, we employed photo-caging technique to control the
 orexin agonist activity with light. Our main discoveries are the followings; 1) We discovered novel
 potent and selective orexin 2 receptor agonist YNT-185 and explored the target brain region of this
 molecule. 2) We designed and synthesized photo-caged orexin receptor agonist based on the 
structure-activity relationship study of orexin receptor agonist. 3) The caged molecule was 
investigated the photoresponcibility and electrophisiological responce.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： オレキシン　睡眠覚醒　光ケージド化合物　作動薬
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１．研究開始当初の背景 
 
	 オレキシンは、1998年に柳沢・桜井らによ
って見出された神経ペプチドであり、２つの
G タンパク質共役型受容体 (GPCR)であるオ
レキシン 1 受容体 (OX1R) およびオレキシン
2 受容体 (OX2R) に作用することで覚醒の維
持や摂食の調節など様々な生理的役割を担っ
ている 1。オレキシンを産生する神経は、視床
下部外側野に局在し、脳の広い範囲に投射し
ている。特に、モノアミンおよびコリン作動
性神経核に強い投射がみられ、オレキシンは
それらを介して睡眠・覚醒や摂食調節を行っ
ているものと考えられる 2。主に OX2Rが覚醒
を誘導することは知られているが、覚醒や摂
食を制御している部位と受容体がもたらす神
経伝達は大部分が未だ解明されていない 3。 
	 神経伝達物質の生理的役割を調査する研究
では、古典的には電気刺激や局所薬物投与が
用いられてきたが、部位特異性が低く時間分
解能が悪いといった問題点がある。この問題
点を解決する方法として、最近オプトジェネ
ティクス法が開発され、部位・細胞種特異的
な神経活動の時間分解制御とそれに伴う行動
変化を観察できるようになった 4。オプトジェ
ネティクス法は、例えばオレキシン産生神経
にロドプシンを発現したマウスを作成し、観
察部位に挿入した光ファイバーで光照射する
ことで任意の時間で神経活動を制御できる 5。
しかし、これはオレキシン産生細胞全体への
介入となるため、個々のオレキシン作用部位
（投射部位）に特化した介入は行えないとい
う問題点があった。そのため、リガンド産生
細胞ではなくリガンド自体にロドプシンと同
様の機能を導入したケミカルプローブが開発
されれば、オレキシン系のオプトジェネティ
ックス実験を強力に補完する実験系となると
期待される。 

 
２．研究の目的 
 
	 本研究は、オレキシン受容体の活性を光に
よって制御するケミカルツールの開発を目的
とし、オレキシン受容体リガンドに光応答性
官能基として光ケージング基を導入したケミ
カルプローブを開発し、その基礎物性評価を
行うものである。研究開始当初、オレキシン
受容体リガンドのうち、拮抗薬は勢力的に開
発されていたものの、作動薬は報告がなかっ
た。そのため、まずはオレキシン受容体作動
薬の開発を初期目標として設定した。 
 
３．研究の方法 
 
	 研究目的達成に向け、まず基盤となる①オ
レキシン受容体リガンドの創製を行うことと
した。また、得られたリガンドの②構造活性
相関研究を実施することで光応答性官能基を
導入する部位を探索し、③光応答性薬物の開
発と基礎物性評価を行った。 

４．研究成果 
 
①	 オレキシン受容体リガンドの創製 
 
1) OX2R選択的作動薬の開発 
 
	 OX2R 作動活性を指標としたハイスループ
ットスクリーニング (HTS) を実施し、アリー
ルスルホンアミド構造を有する 2つの HTSヒ
ット化合物 1, 2 を見出した (表 1 左上)。1, 2
の OX2R作動活性は、オレキシン Aの活性を
100%とした際、レポーターアッセイ (NFAT
アッセイ) でそれぞれ 36%、43%であったが、
カルシウムアッセイでは活性を確認すること
は出来なかった。そのため、化合物 1 および
2 を基盤として、作動活性の向上を目指した
Hit to Lead研究を展開した。 
	 HTS ヒット化合物に共通するアリールスル
ホンアミド構造は、アミド構造に比べ回転自
由度が高く平面性が低いため、置換基を三次
元的に配置することが可能である。そのため
研究代表者らは、本コア構造を基盤とした構
造変換を行うこととした。まず、アリースス
ルホンアミド (A環) と末端芳香環 (B環) を
保持し、両環の配置に重要と考えられるリン
カー構造の探索を行った (表 1)。その結果、
リンカー構造として m-フェニレンジアミン−
エチレンジアミン構造を有する化合物 9 にお
いて顕著な転写活性の増強を示し、またこれ
までに確認されなかったカルシウムアッセイ
においても活性が発現することが分かった 
(NFAT: 33%, Ca2+: 22%)。そこで、本構造をリ
ンカーとして固定し、続いて A環および B環
上の置換基の最適化を行った。 
 
表 1. リンカー構造の最適化 
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	 アリールスルホンアミド A環上の置換基に
ついて、4’位メチル基を除去し、イソプロピル
基を種々変換したところ、3’位に m-ジメチル
アミノカルバモイルベンゼンを置換すると顕
著に活性が向上することが分かった (11, EC50 
= 50 nM for OX2R, Emax = 74%)。続いて、B環
上の置換基について最適化を行ったところ、
o-メトキシ基をジメチルアミノ基に置換する
ことで OX2R 選択的に完全作動活性を示す
YNT-185を見出すことに成功した (EC50 = 23 
nM for OX2R, Emax = 98%)。YNT-185は、塩酸
を 2 当量用いて塩化することで 2 塩酸塩 
(YNT-185･2HCl) を形成し、高い水溶性を示し
た (1.3 M in saline)。 
 

図 1. 化合物 9からの構造最適化 
 
2) YNT-185の薬理作用と電気生理学実験 
 
	 YNT-185･2HClを用いて、マウスにおける覚
醒誘導効果を調べたところ、腹腔内投与 (40 
mg/kg) において、顕著な覚醒誘導、維持効果
を示した (図 2)。一方で、オレキシン受容体
を欠損したマウスでは、覚醒の誘導、維持作
用は見られなかった。 
 

図 2. YNT-185腹腔内投与における覚醒効果 
 
	 続いて、脳内での作用を検討するために、
マウス脳切片を用いた電気生理学実験を行っ
た。電気記録する神経細胞としては、覚醒に
関与することが知られる、視床下部結節乳頭
体核 (TMN) のヒスタミン神経を選定した。
灌流液中に YNT-185を加えた際の神経発火頻
度を観察したところ、オレキシン A添加時と
同様に顕著な発火頻度の増加が観察された 
(図 3)。また、この作用は OX2R選択的拮抗薬
である EMPAを添加した際に抑制されたこと 

図 3. OX2R 作動薬が TMN ヒスタミン神経の
発火に与える影響 
 
から、実際の脳内においてもYNT-185がOX2R
に対して作用していることが強く示唆された。 
 
② OX2R作動薬の構造活性相関 
 
	 続いて、光反応性官能基の導入部位を探索
するために、YNT-185 の構造活性相関研究を
実施した。光反応性官能基は、極性官能基上
に導入する必要があるため、まずは置換可能
な 2 つのアミノ基に対してカーバメート保護
基 (R1, R2) を導入することでその影響を調査
した (図 4)。その結果、アニリン上 R2への官
能基導入は活性に影響を与えない一方、スル
ホンアミド基上 R1に置換基を導入した際に、
劇的な活性の減弱が見られた。 
 

図 4. 置換基導入による活性の変化 
 
	 OX2R と YNT-185 類縁体のドッキングシュ
ミレーションから、ビフェニル構造は結合ポ
ケットの深部に位置すると考えられており、
スルホンアミド部位もポケット中部の狭い領
域に位置している (図 5)。そのため、スルホ
ンアミド基上に置換基を導入することで活性
の顕著な現象が起こったものと推察される。
一方で、アニリン部位はポケットの外側に位 
 

図 5. OX2R と作動薬のドッキングシュミレー
ション 
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置しており、十分な空間を有しているため、
アニリン上の置換基導入は活性に影響しなか
ったものと考えられる。以上の結果を基に、
光反応性官能基の導入位置はスルホンアミド
基上に決定した。 
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〔産業財産権〕 
 
出願状況（計	 ３件） 
 
名称：スルホンアミド誘導体またはその薬学
的に許容される酸付加塩 
発明者：長瀬博、柳沢正史、斉藤毅、沓村憲樹、
入鹿山容子 
権利者：筑波大学 
種類：特許 
番号：特願 2015−119785 
出願年月日：2015年 6月 12日 
国内外の別：国内 
 
名称：鎮痛薬による眠気の予防または治療薬 

発明者：長瀬博、柳沢正史、斉藤毅、下山恵美 
権利者：筑波大学 
種類：特許 
番号：特願 2017−235529 
取得年月日：2017年 12月 7日 
国内外の別：国内 
 
名称：鎮痛薬による眠気の予防または治療薬 
発明者：長瀬博、斉藤毅、柳沢正史、入鹿山容
子 
権利者：筑波大学 
種類：特許 
番号：特願 2017−238093 
取得年月日：2017年 12月 12日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
筑波大学国際統合睡眠医科学研究機構 
長瀬研究室（創薬化学） 
http://nagase.wpi-iiis.tsukuba.ac.jp/ 
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