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【発表のポイント】 
 Cryo-EM SPA（クライオ電子顕微鏡単粒子解析）*１・全反射赤外分光法（ATR-FTIR）*2・薬理学的

解析・分子動力学（MD）シミュレーション*3という複数の先端技術を統合し、κ オピオイド受容体
（KOR) *4のバイアスドシグナリング（選択的シグナル伝達）*5の分子実体の詳細を解明 

 2 種類の作動薬（ナルフラフィン *6/U-50,488H *7）による受容体活性化の立体構造を可視化し、シグ
ナル分岐の起点となるアミノ酸残基を同定 

 本成果は、副作用を抑えたオピオイド系鎮痛薬など、次世代創薬戦略に向けた重要な分子設計指針を
提供 
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別 添 資 料 

κオピオイド受容体バイアスドシグナリングに関与する 

分子スイッチを同定 
―複数の最先端技術を統合し、創薬戦略に資する構造情報を獲得― 
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＜本研究の背景＞ 
 G タンパク質共役型受容体（GPCR）*8 は、細胞外の刺激を多様な細胞応答へと変換する生命現象の中
核を担う膜タンパク質群であり、医薬品標的としても極めて重要です。GPCR は三量体 G タンパク質*9、
β-アレスチン*10、G タンパク質受容体キナーゼ（GRK）*11 など複数の細胞内因子と結合し、それぞれ異
なるシグナル経路を活性化します。特定の細胞内因子との選択的な結合・活性化によって生じる偏ったシ
グナル伝達（バイアスドシグナリング）は、副作用発現の一因であると同時に、副作用の少ない新薬設計
の鍵として国際的に注目されています。オピオイド受容体作動薬は強力な鎮痛効果を示しますが、「呼吸抑
制」「依存形成」「鎮静」「薬物嫌悪」などの重篤な副作用が社会問題となっています。中でも κ（カッパ）
オピオイド受容体（KOR）作動薬は、かゆみや慢性痛の治療に有望ですが、副作用のため臨床応用が制限
されてきました。2009 年、長瀬博博士らにより薬物嫌悪を軽減した KOR 作動性の難治性そう痒症治療薬
ナルフラフィン（レミッチ®／ノピコール®）が開発され、KOR が再び創薬ターゲットとして注目されま
した。しかし、鎮静作用などの副作用は完全には抑制できず、その原因は KOR による β-アレスチンシグ
ナル伝達にあると考えられています。近年、望ましい G タンパク質経路を選択的に活性化し、副作用につ
ながる β-アレスチン経路を抑制する薬剤設計が「バイアスドシグナリング」として注目され、創薬イノベ
ーションの鍵とされています。Tao Che らは、KOR のナルフラフィン結合型結晶構造と分子動力学シミ
ュレーションから、バイアスドシグナリングに関与するアミノ酸残基や動的構造を提唱しました（Che et 
al., 2023）。しかし、実験的な静的・動的構造解析を組み合わせて、シグナル分岐の分子機構を特定した例
は限られていました。 
 
＜本研究の概要＞ 
 本研究では、κ オピオイド受容体（KOR）のバイアスドシグナリング機構を分子レベルで詳細に理解す
ることを目的とし、構造生物学・分光学・薬理学・計算科学を融合した多角的解析を行いました。具体的
には、クライオ電子顕微鏡単粒子解析（Cryo-EM SPA）により 2 種類の作動薬（ナルフラフィン、U-50,488H）
結合型 KOR–Gi タンパク質複合体の高解像度構造を決定し、結合様式の違いを明らかにしました。さら
に、全反射赤外分光法（ATR-FTIR）を用いて薬剤結合に伴う動的構造変化を検出し、薬理学的解析によ
りシグナル選択性に関与する 4 つのアミノ酸残基（K227、Y312、C286、H291）を同定しました。加え
て、分子動力学（MD）シミュレーションを用いて、これらの残基がシグナル分岐に果たす役割を原子レ
ベルで検証しました。これらの統合的解析により、KOR における「良い作用」と「副作用」の分かれ道を
構造的・機能的に可視化することに成功しました。 
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＜本研究の成果＞ 

 今回、関西医科大学 医学部医化学
講座 清水（小林）拓也教授、寿野良
二准教授らの研究グループは、Cryo-
EM SPA によってKOR を活性化する
2 つの作動薬（ナルフラフィン、U-
50,488H)がそれぞれ結合した KOR-
Gi タンパク質複合体構造をそれぞれ
2.76, 2.90Å 分解能で決定することに
成功しました（図 1）。まず、得られた

構造情報をもとに作動薬結合様式
を明らかにし、京都大学/東北大学 
井上飛鳥教授の研究グループと共
同 で 変 異 体 シ グ ナ ル ア ッ セ イ

（NanoBiT assay）を実施しました。その結果、シグナル選択性に関わる２つのアミノ酸（K227, Y312）
を同定することに成功しました。K227 は両作動薬と結合様式は異なるものの、アラニン変異体では G タ
ンパク質シグナル活性はほぼ変わらず、β-アレスチンリクルート活性のみが大きく減少しました。Y312
でも両作動薬と結合距離が異なりますが、アラニン/フェニルアラニン変異体では G タンパク質シグナル

本研究の概要図 

図１ ２種の KOR 作動薬（ナルフラフィン、U-50488H）結合
状態の KOR-Gi タンパク質複合体のクライオ電顕構造 
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活性の最大活性は変わらず、β-アレスチンリクルート活性のみが大きく減少しました。これらの結果から、
この 2 つのアミノ酸はβ-アレスチンリクルート活性に重要であることが明らかになりました（図 2）。 

 
次に、名古屋工業大学 神取秀樹特別

教授、片山耕大准教授らの研究グループ
と共同で、独自に開発した全反射赤外分
光法（ATR-FTIR）と二液交換系を組み
合わせた測定手法を用い、2 つの作動薬
結合に伴う構造変化を赤外差スペクト
ルとして高精度に抽出し、捉えることに
成功しました。Cryo-EM SPA で得られ
た KOR 活性型構造は、G タンパク質結
合状態の静的な構造情報であるのに対
し、ATR-FTIR では KOR に作動薬が結
合する前後の動的な構造変化を検出で
きます。その結果、システイン残基およ
びヒスチジン残基に対応するシグナル
が変化し、これらのアミノ酸が作動薬
依存的な構造変化に関与していること
が示唆されました。KOR 内のシステイ
ン残基、ヒスチジン残基について変異

体のシグナルアッセイを行ったところ、
C286 と H291 のアラニン変異体は G タ
ンパク質シグナル活性の最大活性は変わ
らず、β-アレスチンリクルート活性のみ
が大きく減少しました。これらの結果か
ら、この 2 つのアミノ酸もβ-アレスチン
リクルート活性に重要であることが明ら
かになりました。不活性型構造（PDB ID: 
4DJH)と活性型構造を比較すると C286
と T321 の側鎖間距離が変化しており、
この第 5・ 第 6 膜貫通ヘリックス間の相

互作用がβ-アレスチンリクルート活性
に必須であることが示されました（図
３）。また、H291 の側鎖は GPCR の活
性化に重要なトグルスイッチと呼ばれ
るトリプトファン残基 W287 の側鎖と

相互作用し、その向きを制御していると考えられました。つまり、H291 のアラニン変異体は W287 の側
鎖と相互作用が失われ、β-アレスチンリクルート活性に適さない配向をとっていると推定されました。 

図３ 赤外分光法と薬理学的解析から明らかとなったバイアスド
シグナリングに関わるアミノ酸の例（C286）。作動薬結合時の T321
との側鎖同士の相互作用が β-アレスチンシグナル活性に重要。 

図 2 クライオ電顕構造から見出したバイアスドシグナリング
に関わるスイッチのうち、Y312 の例。（A）2 種の作動薬と Y312
の相互作用。（B）Y312 の野生型、フェニルアラニン変異体の各
シグナル活性の違い。 
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最後に、上述の技術で同定したシグナル分岐点の 4 つのアミノ酸が、変異体ではなぜβ-アレスチンリク

ルート活性を失うのかについて明治大学 光武亜代理准教授と筑波大学 横井駿博士が解析を行いました。
着目したのは、既報のアンジオテンシン受容体 AT1 におけるバイアスドシグナリングの分子動力学シミ
ュレーション研究で報告された、GPCR の活性化に重要な DRY モチーフ内アルギニン残基の側鎖配向で
す。既報では、このアルギニン残基の側鎖が G タンパク質シグナル活性を示すときは細胞外側に、β-ア
レスチンシグナル活性を示すときは細胞内側に配向すると報告されています。KOR の野生型および各変
異体についてこの配向を解析した結果、変異体ではアルギニン側鎖が細胞内側に向く構造状態の割合が低
下していました。つまり、これらの 4 つの変異体は、β-アレスチンシグナルを活性化する状態になりにく
い構造状態を形成することが明らかになりました。 
 
＜今後の展望＞ 
 今回同定された 4 つのアミノ酸残基は、鎮静など KOR 作動薬の副作用に直結する β-アレスチン経路
の活性化に必須であり、これらを標的とした薬剤設計は、副作用を抑えつつ有効性を保つ新規鎮痛薬やか
ゆみ止め薬の開発を大きく前進させると期待されます。さらに、本研究で確立した「Cryo-EM による静的
構造解析」と「ATR-FTIR による動的構造解析」、および「薬理実験・MD シミュレーションを組み合わ
せた統合解析手法」は、KOR に限らず、他の GPCR ファミリーや難治性疾患の創薬標的にも適用可能で
す。最終的には、疼痛・かゆみ・精神疾患・がんなど、多様な疾患に対する副作用の少ない革新的治療薬
の開発に貢献することが期待されます。 
 

＜研究助成＞ 

本研究は、JSPS KAKENHI 学術変革領域「マルチスケールな生理作用の因数分解基盤構築」（領域代表：
斉藤毅）(JP21H05111, JP21H05112, JP21H05113, JP21H05115) 、 JSPS KAKENHI (JP19H03428, 
JP24K02231, JP21H04791, JP21H05113, JPJSBP120218801, JP20H03230, JP23KJ1997)、JSPS 特別推進
研究（JP21H04969）、AMED CREST (JP21gm0910007)、AMED 先端的バイオ創薬等基盤技術開発事業
創薬基盤推進事業（JP21am0401020）、AMED 創薬基盤推進事業（JP20ak0101103）、AMED ムーンショ
ット（JP21zf0127005、JPMJMS2023）、MEXT leader program、the Young Runners in Strategy of 
Transborder Advanced Researches (TRiSTAR) program 、 日 本 応 用 酵 素 協 会 」、 JST FOREST
（JPMJFR215T）、JST SPRING、JST Mirai Program（JPMJMI22H5）、世界トップレベル研究拠点プログ
ラム（WPI）、「武田研究振興財団」、「内藤記念科学振興財団」、「小柳財団」、BINDS の支援により実施さ
れました。 
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＜用語解説＞ 

*1 クライオ電子顕微鏡単粒子解析 
極低温環境でタンパク質試料に電子線を照射し、様々な角度からの投影像から３次元構造を計算して電子
マップを得る手法。2017 年にノーベル化学賞を受賞した。 
*2 全反射赤外分光法（ATR-FTIR） 
赤外光を試料表面に全反射させ、界面に生じるエバネッセント波を利用して分子振動を検出する分光法。
化学結合の振動状態変化を鋭敏に捉えられるため、タンパク質の二次構造や局所的環境変化を解析できる。 
*3 分子動力学シミュレーション 
コンピュータ上で原子レベルでの分子の動きを解析する方法。実験では得ることが難しいタンパク質の動
的な構造変化の情報を得ることができる。 
*4 κ オピオイド受容体（KOR） 
オピオイド受容体の一種。作動薬は鎮痛薬として開発が期待されているが、鎮静、薬物嫌悪の副作用が問
題となっている。 
*5 バイアスドシグナリング 
同じ受容体に対して異なるリガンドがそれぞれ異なるシグナル伝達経路を選択的に活性化する現象。望ま
しい作用（例：鎮痛）と望ましくない作用（例：鎮静）が“選り分けられる”リガンドであれば、副作用の
軽減が期待される。 
*6 ナルフラフィン 
KOR 作動薬。薬物嫌悪の副作用の分離に成功し、難治性そう痒症の治療薬（販売名レミッチ®／ノピコー
ル®）として使用実績がある。 
*7 U-50,488H 
研究で広く使われる KOR 作動薬。鎮静、薬物嫌悪の副作用を示すことが報告されている。 
*8 G タンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor : GPCR） 
７回膜貫通ヘリックス構造をもつ膜タンパク質。光、匂い物質、ホルモン、神経伝達物質などの外からの
刺激を細胞内に伝える受容体。多くの医薬品がこの受容体を標的にしている。 
*9 三量体 G タンパク質 
α,β,γ の 3 つのサブユニットからなる細胞内シグナル伝達調節因子。活性化した GPCR と結合すると、
乖離して活性化し、情報を細胞内に伝える働きを持つ。 
*10 β-アレスチン 
GPCR の細胞内シグナル伝達調節因子の一種で、リン酸化を受けた GPCR と結合して GPCR の内在化
を誘導、シグナルの脱感作を制御する。また、β-アレスチンを起点とした多様なシグナル伝達も誘導する。 
*11 G タンパク質受容体キナーゼ（GRK） 
GPCR と相互作用してリン酸化する細胞内タンパク質で、主に GPCR の脱感作を制御する。 

 

 
 
 


