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研究成果の概要（和文）：μ受容体（MOR）とδ受容体（DOR）のヘテロ二量体を共発現する細胞株として、
HaloTag-MORとT7-DORを共発現するHEK293（#25）および、HaloTag-DORとFLAG-MORを共発現するHEK293（#49）を
クローニングした。CellKeyTMにより#25と#49のMOR/DOR活性を確認した。HaloTag pH sensor ligandで前処置し
た#25にDAMGO、SNC80、モルヒネ、フェンタニル、レミフェンタニルを投与し、MOR-DORヘテロ二量体の存在を確
認した。この実験系を用いて各種条件下におけるMOR-DORヘテロ二量体の細胞内動態を解析中である。

研究成果の概要（英文）：We cloned HEK293 cells that constantly co-expressed HaloTag-tagged mu opioid
 receptors (MOR) and T7-tagged delta opioid receptors (DOR) (#25), and constantly co-expressed 
HaloTag-tagged DOR and FLAG-tagged MOR (#49). Signal transduction analysis using CellkeyTM system 
revealed that both #25 and #49 possessed MOR and DOR activity. #25 was treated with cell-impermeant 
HaloTag pH sensor ligand to follow the intracellular dynamics of hetero-dimerized mu-delta receptors
 that originally located on the membrane surface. DAMGO (a selective MOR agonist), SNC80 (a 
selective DOR agonist), morphine, fentanyl, and remifentanil induced internalization of 
heterodimerized MOR/DOR. Internalization induced by SNC80 showed that HaloTag-MOR/T7-DOR made a 
heterodimer. We are further evaluating the characteristics of intracellular dynamics of 
heterodimerized MOR/DOR under treatment of various concentrations of opioid agonists.

研究分野：麻酔・蘇生学
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１．研究開始当初の背景 

オピオイド製剤はがん患者に対する鎮痛療法、

および周術期の鎮痛療法に用いられている。が

ん性疼痛患者に対してはオピオイド投与期間が

比較的長期に及ぶ場合があり、ある種のオピオ

イド製剤により鎮痛効果を得にくくなった場合、

つまり耐性を生じた場合や、副作用が強く発現

する場合、オピオイド製剤を変更するオピオイド

ローテーションや作用機序の異なる鎮痛補助薬

の追加などが行われている。一方、周術期にお

いては超短時間作用性のオピオイド製剤である

レミフェンタニルも使用される。レミフェンタニル

は効果発現や消失が速やかであるため、安定し

た麻酔維持や速やかな覚醒に対して有用であり、

全身麻酔中の投与に非常に適している。しかし、

レミフェンタニル使用時の問題点として、急性耐

性や痛覚過敏を生じることが指摘されている

（Guignard B, Anesthesiology 2000）。また、術後

鎮痛はオピオイド製剤に非ステロイド性消炎鎮

痛薬、アセトアミノフェン、ステロイド製剤、神経

ブロック療法などを併用することでオピオイド投

与量を極力減らし、副作用発現を抑えるべきで

あるとして多様式鎮痛法（multimodal analgesia）

（ Kehlet H, Anesth Analg 1993, White PF, 

Anesthesiology 2010）の概念が導入されている。

しかしながら、オピオイド受容体を介したシグナ

ル伝達機構を解明し、そのメカニズムに基づい

た「耐性や痛覚過敏を来さず、かつ副作用を生

じにくく、安定した鎮痛効果の持続する最適なオ

ピオイド投与法を開発する」といった観点からの

研究は行われていない。 

オピオイド受容体は G 蛋白共役型受容体

（GPCR）に属する 7 回膜貫通型受容体である。

GPCR は生命活動の中枢に位置づけられ、高血

圧やアレルギー疾患、精神疾患など、様々な疾

患の治療薬の約半数は GPCR に関わるとされる。

2012 年ノーベル化学賞は「GPCR に対する研

究」に対して贈られるなど、薬物の最も重要な標

的として盛んに研究されている。オピオイド受容

体をコードする遺伝子はμ，δ，κの 3 種類の

サブタイプであるにも関わらず、オピオイド製剤

の薬理学的特性にはさらに多様性があり、μ1，

μ2 やκ1，κ2 などの仮想サブ・サブタイプを考

えなければ説明がつかなかった。近年、オピオ

イド受容体をはじめとする GPCR にはμ-δなど

ヘテロ二量体として存在するものがあり、その薬

物特性は単量体のものと異なることが明らかに

なってきた。これら二量体化オピオイド受容体の

薬理活性には、仮想サブ・サブタイプの特性を

説明しうるものもある（Jordan BA, Nature 1999）。

我々は先行研究において、[1]各種オピオイド製

剤の二量体化受容体に対する効果は単量体に

対するものと異なること、[2]二量体化受容体は

脱感作を起こしにくいこと、[3]オピオイド受容体

はカンナビノイド受容体など非オピオイド受容体

とも二量体を形成すること、などを見出した。そこ

で新たな展開として「二量体化オピオイド受容体

を介した細胞内シグナル伝達メカニズムに基づ

いた最適なオピオイド投与法」を明らかにし、実

用化に向けた戦略を構築することを考えるに至

った。 

 

２．研究の目的 

さまざまな二量体化オピオイド受容体に対し、

まずはモルヒネ、フェンタニル、レミフェンタニル

などの既存のオピオイド鎮痛薬および DAMGO、

SNC80 などオピオイド受容体サブタイプ選択的

リガンドなどによりもたらされるシグナル伝達機構

への影響を in vitro アッセイにより明らかにする。 

さらにこれらオピオイド製剤と他の薬物の組合

せ投与を行い、二量体化オピオイド受容体を選

択的かつ持続的に活性化するオピオイド製剤の

組合せと投与法を明らかにする。また、これらの

組合せ毎に二量体化オピオイド受容体の細胞

内局在の経時的変化を共焦点レーザー顕微鏡

で評価する。こうして得られたデータを基に in 

vivo でその効果を明らかにし、治験を行えるまで

の基盤となるデータを蓄積する。 



３．研究の方法 

（１）	異なる抗体で標識可能なμオピオイド

受容体（MOR）とδオピオイド受容体

（DOR）を同時に HEK293 細胞に発現さ

せる。 

（２）	 MOR と DOR を共発現させた HEK293

細胞における両者の発現レベルおよび

受容体応答やシグナル伝達を、特異的

抗体による染色および生細胞の形態変

化を高周波に対する電気抵抗変化から

リアルタイムでモニターし、受容体応答

やシグナル伝達を解析するシステムで

ある CellKeyTM を用いて確認する。 

（３）	細胞膜表面に存在する MOR-DOR ヘ

テロ二量体を選択的に認識し細胞内動

態を追跡するために、細胞膜非透過性

HaloTag pH sensor ligand で前処置を行

う。この細胞にオピオイド受容体の各種

agonist を投与し、共焦点レーザー顕微

鏡で連続的に観察する。 

（４）	上記の実験系でオピオイド鎮痛薬の

MOR-DOR ヘテロ二量体への影響を評

価するための対照として、同様の実験

系における MOR 単独あるいは DOR 単

独で存在する状態での受容体応答/シ

グナル伝達解析および細胞内動態を

CellKeyTM および HaloTag pH sensor 

ligand を用いて評価する。 

	

４．研究成果	

（１）	当初は、MOR および DOR を一過性に

共発現させることを想定していたが、安

定したデータを得るために恒常的に共

発現する HEK293 細胞をクローニング

す る こ と に し た 。 HaloTag-MOR と

T7-DOR を安定発現させた HEK293 細

胞 （ #25 ） お よ び 、 HaloTag-DOR と

FLAG-MOR を安定発現させた HEK293

細胞（#49）を得た。 

（２）	細 胞 膜 非 透 過 性 HaloTag Alexa 

Fluor488 ligand, 細 胞 膜 透 過 性

HaloTag TMR ligand を始めとする各種

抗 体 を 用 い て 、 HaloTag-MOR, 

T7-DOR, FLAG-MOR, HaloTag-DOR

の発現を確認した。また、両細胞のシグ

ナル伝達解析を CellKeyTM で行なったと

ころ、MOR 受容体選択的リガンドである

DAMGO および DOR 選択的リガンドで

ある SNC80 のいずれに対しても濃度依

存性の反応を示した（図 1, 2）。 

（図 1） 

 

（図 2） 

 

 

（３）	HaloTag-MOR/T7-DOR HEK293 

#25細胞を細胞膜非透過性HaloTag pH 

sensor ligand で前処置した後にオピオイ

ド受容体の各種 agonist を投与してから

60 分間、細胞膜表面に存在する受容体

の細胞内局在の継時的変化を共焦点

レーザー顕微鏡で観察した。その結果、

表 1 に示すように MOR 選択的リガンド

である DAMGO および MOR-DOR ヘテ

ロ二量体に結合し細胞内への取り込み

（internalization）を生じることがすでに



知られているモルヒネ、フェンタニル、レ

ミフェンタニルだけでなく、DOR 選択的

リガンドである SNC80 でも細胞質内での

HaloTag-MOR 由来の蛍光強度増強を

認めた（定量的解析は現在進行中）。す

なわち、DOR 選択的リガンドによる刺激

で MOR が細胞内へ移行したことから、

この実験系が MOR-DOR ヘテロ二量体

の細胞内動態を選択的に観察できるも

のであることが明らかになった。 
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（４）	 CellKeyTM での解析から fentanyl および

remifentanil は比較的高濃度で DOR に

対する partial agonist としての作用を有

す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、

HaloTag pH sensor ligand を用いた実

験より MOR に対してフェンタニルとレミ

フ ェ ン タ ニ ル は 同 様 の 時 間 経 過 で

internalization を生じることが判明した。 

本研究では MOR-DOR ヘテロ二量体を恒常

的に発現する cell line を樹立し、細胞膜受容

体の細胞内動態を選択的かつ連続的に観察

するシステムを確立した。これは我々が確立し

た独自の実験系であるため、他の研究グルー

プに先駆けて本研究テーマのデータを蓄積

できる。今後は、MOR および DOR 単量体に

対する各種薬物の作用特性と比較しながら、

当初予定していたが本研究期間に遂行でき

なかった、薬物の種類、濃度、組み合わせに

よる MOR-DOR ヘテロ二量体の細胞内動態

を精査し、internalization および細胞膜表面

での再利用（recycling）の違いを評価する。さ

らには、それらの細胞内動態が鎮痛効果にも

たらす影響を明らかにし、最適なオピオイド鎮

痛薬使用法を確立するための基盤を構築し

ていきたい。 
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