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研究成果の概要（和文）：我々は本研究課題において、医療用麻薬の鎮痛効果が減弱する耐性が獲得される機序
を解明し、対策を提示することに成功した。すなわち、V1b遺伝子欠損動物の延髄腹側においてモルヒネの鎮痛
効果が上昇していることを契機に、μオピオイド受容体とV1b受容体がアレスチンを含む3者の複合体を形成して
いる可能性を見出した。さらに、V1b遺伝子欠損の効果が、V1b拮抗薬が有効であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We successfully discovered how V1b vasopressin receptor regulates a process 
of development of morphine tolerance. V1b receptor complexed with mu-type opioid receptor and 
enhanced morphine tolerance. Antagonist of V1b receptor was effective to reduce the morphine 
tolerance. We also found that morphine tolerance was delayed in mice lacking V1b receptors. In the 
rostral ventromedial medulla, transcripts for V1b and mu opioid receptors are localized. Complex 
formation among V1b, β-arrestin 2 and mu-receptor resulted in ERK phosphorylation and adenylate 
cyclase sensitization by morphine and vasopressin. Leucine-rich segment in the V1b carboxyl-terminus
 was necessary for the association with β-arrestin 2. Our findings indicate that inhibition of V1b 
receptor, which is complexed with mu receptor, is a molecular target to enhance morphine analgesia 
without increasing analgesic tolerance.

研究分野： 受容体分子薬理学

キーワード： 鎮痛耐性　医療用麻薬　受容体　オピオイド　バゾプレッシン　ゲノム編集　アデニレートサイクラー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
持続する痛みに繰り返し医療用麻薬を使用すると、鎮痛効果の減弱（耐性）を来す。臨床では、耐性を避けるた
めに医療用麻薬の投与量を増加させたり、他の麻薬を使用するオピオイドローテーションの対策が取られている
が、耐性を減弱させる手段は限られる。安全性を保ったまま非癌性慢性疾患にオピオイド鎮痛薬を使用するプロ
トコールや、科学的知見に基づく共通認識は十分でなく、過量投与や麻薬への依存症を増加させた。我々は、耐
性を減弱させてより効果的な鎮痛治療を可能にする、V1b拮抗薬の働きを世界で初めて見出した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
オピオイド麻薬が持つ強い鎮痛効果は、繰り返し投与により減弱する。この減弱（鎮痛耐性）

を防ぎ、麻薬投与量の増量を避ける事で、副作用の危険を軽減することは研究申請時点では不可
能であった。鎮痛耐性の機序は、これまでに２つの説により説明されてきた。第一に、モルヒネ
で刺激されたオピオイド受容体がリン酸化されて機能を失う脱感作、第二に、モルヒネがアデニ
レートサイクラーゼ（A C）を抑制し続けた結果、この酵素活性が反動的に増大した、スーパー
アクチベーション（高感受性）である[1]。しかしこの２つでは説明できない大きな疑問点が残
っていた。すなわち、μ-オピオイド受容体受容体が脱感作するためには、受容体とβアレスチ
ンとの相互作用が必要である。しかし、モルヒネはこの相互作用を起こす能力が極めて低いこと
が知られる。また、アデニレートサイクラーゼ酵素がスーパーアクチベーションを来す機序は不
明である。これらの未解決の問題は“アレスチンパラドクス”と呼ばれていた。 
申請者らは、これまで鎮痛とは関連が知られていないホルモン受容体の欠損動物において、野

生型と比較して 1)痛みを感じにくく、2)鎮痛麻薬には感受性が高く、3)モルヒネの鎮痛耐性が減
弱している、といったユニークな性質を見出した（図 1）。本研究では、この受容体欠損動物の
知見を鎮痛治療に応用するための研究を展開した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の“アレスチンパラドクス”に挑み、

古来より人類を悩ませてきた鎮痛耐性の分子基盤を明らか
にする。そのために以下の 2 点を解決することを目標とし
た。１）内因性オピオイドの感受性を上昇させて、痛みを感
じる閾値を上昇させる。さらに、２）薬として投与された麻
薬の鎮痛効果を持続させ、鎮痛耐性を防ぐ方法を開発する。
これらより、鎮痛を担うオピオイド受容体を生かしたまま
に、非オピオイド受容体を遮断し、痛み閾値と鎮痛持続をコ
ントロールする全く新しい鎮痛療法を世界で初めて提示す
る。 
 
３．研究の方法 
痛みを感じにくく耐性が生じにくい V1b 受容体欠損動物を使用し、鎮痛耐性に重要な V1b の脳

部位と機序を見出す。さらに、V1b 拮抗薬を用いて鎮痛効果を持続させる手段を開発する。具体
的には、 
１）V1b 受容体とμ-オピオイド受容体の脳内分布を明らかにする。 
２）受容体相互作用を介し鎮痛耐性を増強する分子を、リガンド、G タンパク質、アレスチン、
リン酸化シグナルの各段階で機能阻害して解明し、シグナル複合体の構成分子を同定し再構成
する。 
３）耐性を促進できない V1b 変異体を作成し、その分子機序を同定する。 
４）オピオイド受容体機能は保ちつつ、V1b 遮断薬で鎮痛耐性を防ぐ鎮痛療法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
（1）In situ hybridyzation による発現分布検索；mRNA
の 1分子から検出可能な RNA Scope システムを用い、μ
-オピオイド受容体と V1b 受容体の発現分布を検索した
ところ、下行性痛覚抑制経路に属する中脳腹側に、両受容
体を共発現する神経細胞を検出した[2]。 
 
（2）Crispr/Cas9 を用いたタグ抗原付 V1b 受容体の発現
解析；受容体を含む膜蛋白質に対する良い抗体を得るこ
とは容易でない。我々は V1b 受容体に対する抗体を、複
数の部位を抗原として作成を試みた。しかし、特異性が高
い抗体を得ることは不可能であった。そこで、ゲノム編集
により受容体機能を保ちつつ受容体カルボキシル基末端
に既知の HA タグ抗原を挿入し、十分に親和性の高い抗 HA
タグ抗体を用いて受容体の細胞分布を解明することを試
みた。そこで、受精卵への Cas9 と guideRNA のインジェ
クションを行い産仔を得た。その中で予想した通り、Cas9 で切断した V1b 受容体配列に HAタグ
抗原配列を組み込むことに成功した。 
 
（3）受容体複合体の証明；V1b 受容体とμ-オピオイド受容体が共発現する脳内の神経細胞にお
いて、両受容体が直接の相互作用を及ぼす距離に局在するか解明する。そのために、各受容体と
ルシフェラーゼタンパク質、蛍光タンパク質をカルボキシル基末端にそれぞれ融合させた。ルシ

図 2 V1b 欠損動物はモルヒネ鎮痛
に対する感受性が上昇している 
モルヒネ 10mg/kg 投与における
Tail flick 試験 

図 1 V1b 受容体欠損動物におけ
る熱痛み刺激への感受性低下 



フェラーゼによる発光から蛍光タンパク質への振
動エネルギー移動を観察して受容体が複合体を形
成することを見出した。さらに、μオピオイド受容
体と V1b 受容体が、アレスチンを含む 3者の複合体
として存在する可能性が高いことを見出した[2]。
しかし、μ受容体とアレスチンは直接相互作用はな
く、V1b がアレスチンとμ受容体の橋渡しをしてい
ると考えられた（図 3）。 
 
（4）脳内局所への V1b 受容体拮抗薬投与；V1b 受容体遺伝子欠
損動物で観察されたモルヒネ鎮痛耐性の減弱が、V1b 遺伝子の欠
損によって起こる二次的な影響である可能性を排除した。すな
わち、野生型マウスの脳内で V1b 受容体の発現が検出された箇
所に、V1b 受容体拮抗薬を投与したところ、鎮痛耐性の減弱が再
現されることが判明した。また、側脳室に V1b 受容体拮抗薬を
投与し、広く脳内の V1b 受容体を阻害した場合、鎮痛耐性が
減弱することも見出した。 
 
（5）耐性獲得の生化学マーカーによる評価；耐性を獲得し
た脳組織では、アデニレートサイクラーゼが刺激に過剰反応
する状態（スーパーアクチベーション）となっている。この
場合、μ-オピオイド受容体が Giαを介し、アデニレートサ
イクラーゼの活性を抑制する効果が減弱する。我々は、V1b
遺伝子欠損と V1b 拮抗薬の処置が、鎮痛耐性の減弱と合わ
せ、スーパーアクチベーションも抑制していることを、cAMP
測定を通じ見出した。このシグナルには、βアレスチン 2と
ERK が関与することが、ノックダウンを用いた実験より明ら
かとなった（図 4）。細胞内 cAMP 計測の実験系は、ランタニ
ドキレートと Alexa647 との間で起こる、光振動エネルギー移動の時間分解測定を行う実験系を
使用した。 
 
（6）モルヒネの結合親和性に与える影響の解析；オ
ピオイド受容体への親和性を解析する際、放射線標
識リガンドと未標識オピオイド化合物、受容体発現
細胞からの膜分画試料の３種類を用いて結合実験を
行った。ここに、V1b 受容体を共発現させヘテロマー
受容体の形成が考えられ、バゾプレッシンを加えて
結合実験を実施した。バゾプレッシンは単独では標
識オピオイドリガンド[3H]Naloxaneの結合には影響
を与えず、モルヒネと共存した場合にモルヒネの親
和性を上昇させることが判明した。よって受容体直
接相互作用により、バゾプレッシンのアロステリッ
ク効果がモルヒネの親和性を変化させる意外な結果
を得た[2]。 
 
（7）βアレスチンに依存する細胞内情報伝達の解
析；Gタンパク質に依存せず、βアレスチンを介する
細胞内シグナルが、受容体複合体形成により変化す
るか、３種類の MAP キナーゼのリン酸化状態を指標に評価した。βアレスチンを介する場合に
は、ERK のリン酸化が 30 分以上持続する。我々は、モルヒネとバゾプレッシンの共存によって、
有意にリン酸化が増強され、持続も長くなることを見出した。即ち、V1b-μ受容体複合体は、β
アレスチン２タンパク質を介して ERK リン酸化シグナルを惹起することが明らかとなった[2]。 
 
（8）受容体細胞内局在変化の解析；μ-オピオイド受容体の細胞内への移動は、受容体の脱感作
を解除するために重要である。V1b 受容体は多くが非刺激時に内在化しており、V1b-μ受容体複
合体により、μ受容体は多くが内在化することが判明した[2]。 
 
（9）麻薬耐性細胞モデルでの解析；麻薬耐性の細胞レベルでのモデルとして、cAMP 産生のスー
パーアクチベーションを指標に受容体相互作用の影響を単独受容体と比較した。モルヒネと共
存するバゾプレッシンの濃度を高めることでスーパーアクチベーションが高度になることが判
明した。 
 
（10）ヘテロマー受容体を含む高次シグナル複合体の構成タンパク質同定；FLAG 及び His タ

図 3 V1b-μ受容体とβアレスチン 2
の複合体形成が示唆された 
V1b 受容体存在下、μ受容体 -
luciferase とβアレスチン 2-Venus
での光共鳴エネルギー移動検出 

図 4 βアレスチン 2 と ERK を介する
耐性シグナル 
siRNA によるノックダウンにより、
AC 高感受性の抑制が見られた 



グを其々V1b、μ-オピオイド受容体に付加し、細胞株に発現させる。アフィニティクロマトグラ
フィー により２種のタグ抗体を利用してタンデムに蛋白質複合体を精製して複合体を証明した。
同定したシグナル複合体の構成成分には蛍光タンパク質を付加して発現させ、実際に細胞内で
お互いが近傍に位置することを光振動エネルギー移動を指標に確認した。V1b-μ-オピオイド受
容体ヘテロマーには、βアレスチン 2が相互作用することが判明した。 
 
（11）V1b 受容体の変異体で、βアレスチン 2との相互作用が低下しているものを作成した。そ
の場合、V1b 変異体-μ複合体受容体では、cAMP 産生のスーパーアクチベーションが減弱するこ
とが判明した。さらに、この変異体を発現するマウスを Crispr/Cas9 システムで作成した。その
上でモルヒネを反復投与して Tail Flick の潜時を調べたところ、野生型と比較して耐性が起こ
りにくく、医療用麻薬の鎮痛効果がより保たれることが判明した[2]。 
 
以上の如く、麻薬鎮痛薬の耐性獲得機序の一端を解明することに成功し、V1b 受容体拮抗薬が病
状の軽減に役立つ可能性を見出し、意義ある研究成果を残すことができたと考える。 
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