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緒 言

　内在性『坑オピオイド物質』，換言すれば生体内で合成され，オピオイドの作用に相反する

効果を示す物質，という新たなカテゴリーに属する生理活性物質が脳内に存在する可能性は，

近年になって海外の研究者らにより示唆．されたものである。

　まずUngarら（1977）は，マウス摘出輸精管検定法および鎮痛検定法を指標にして，ラット

脳抽出物上にオピオイドの作用を減弱させる画分があることを短い出し，初めて“endogenous

opioid　antagonists”という言葉を使用した。　しかし彼らがその推定上の物質として合成し

たArg－Tyr－Gly－Gly－Phe－Nletは，　opioid　agonistとしては作用したが，拮抗作用を示さな

かった。続いてHanら（1979）は，やはりマウス摘出輸精管検定法および鎮痛検定法を指標に

して，acupuncture耐性ラットの脳から，さらにWahlstr6mとTerenius（1980）は，モルモ

ット摘出回腸検定法を指標にして，ヒト脳脊髄液から，それぞれ新たにオピオイドの作用を減

弱させる面分を部分精製したが，いずれの報告も，それらの活性物質を単離するには至らずに

終わっており，従って，化学構造も決定されていない。

　これらの報告に共通して論じられているのは，内在性抗オピオイド物質がオピオイドの耐性

現象に密接に関与している可能性である。オピオイド，特に古くから強力な鎮痛薬として用い

られているmorphineは，連用により強い耐性と身体依存性を形成することが知られているが，

その形成機序については諸説があり，未だ結論には至っていない（金戸，1981）。彼らはいず

れも，このオピオイド耐性は，内在性抗オヒ．オイド物質の増加，ないしは活性化によりオピオ

イドの鎮痛効果が相対的に減弱することに起因するという興味ある推論をしたが，その物質が

確認されていないために，そのような仮説の真偽は確認されないままになっている。

　一方，これらの報告とは別に，既知の神経ペプチドと，そのフラグメントの中にもオピオイ

ド鎮痛を減弱する作用を示すものが，いくつか報告されている。特にその中で，以前から内在

性抗オピオイド物質としての可能性を追究されたものに，melanotropin　release　inhibi－

ting　factor（MIF）がある。　MIFは，　oxytocinのC未端構造（oxytocin7．g；Pro－Leu－

Gly－NH）をもつ視床下部ペプチドであるが，　Kastinら（1979）は，全身性に投与したMIF
　　　　2
が皿orphine鎮痛を減弱させることを報告した。しかし慢性morphine投与による耐性発現

に及ぼすMIFの影響については，抑制が報告された例（Walterら，1979；Bhargava，1981；

SlaterとDickinson，1981）と，逆に増強が報告された例（van　Reeとde　Wied，1976；
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sz昌kelyら,1979)があり,最終的に一致した見解は得 られていない状態であるO

他に抗オピオイ ド作用が報告されている例としては,ACm フラグメント(Terenius,1975;

SmockとFields,1981)やβ-endorphinフラグメント(Leeら,1980;Hammondsら,1984)

のようなpreproopiomelanocortinから派生するペプチ ドがある｡ しかし実際に,これらの

フラグメントが生理活性物質として生体内で機能しているのかどうかは不明であるO

さらLにごく最近, 抗オピオイ ド物質 とし注目されているのが cholecystokininocta-

peptide(CCK-8)である｡CCK-8は全身性投与および脳内投与により,オピオイ ド鎮痛を

減弱させることが報告されている(Itohら,1982;Farisら,1983;Tangら,1984)が,メ

方,投与量によっては逆に鎮痛を引き起こすことも知られている(Zetler,1979)｡また,

morphine耐性形成に対しては無影響であるという報告(Farisら,1984)もあり,これらの

機序については未解決な点が多い (Magnaniら,1984)0

以上の報告に見られるように,内在性抗オピオイド物質に関する研究は注目されつつあるが,

まだ着手 したばかりの断片的な報告が多く,これまで実際に生体内から抗オピオイ ド物質を単

離し,その構造決定から薬理作用にまで及ぶ,系統的な一連の研究は例を見ない｡一方,過去

に当研究室において,ウシ脳組織から新鎮痛ペプチドkyotorphin(Takagiら,1979),および

neo-kyotorphin(Fukuiら,1983)が単離されたが,著者は,それらの精製途中で得られた

画分のうちのひとつに,モルモット摘出回腸縦走筋標本に対して抗オピオイ ド活性を示す画分

を予試験中に兄い出した｡そこで著者は新たなウシ脳組織を原料にして,モルモット摘出回腸

縦走筋標本に対する抗オピオイ ド活性を指標に,未知の内在性抗オピオイ ド物質を単離し,そ

の薬理作用を明らかにしようと試みた｡その結果,次のような新知見を得た｡

1. 100頭分のウシ脳組織から,その中にごく微量含まれていた2つの抗オピオイ ド物質を

単離 し,それらが意外にも angiotensinlおよび Ⅱであることを解明した｡

2. モルモット摘出回腸縦走筋検定法において,angiotensinlおよび 丑は合成麻薬括抗薬

であるnaloxoneの約 100倍強力な抗オピオイド作用を有することを明らかにした｡また,

これらの作用機序は,活性発現型であるangiotensinIがangiotensinIレセプターに作

用し,ACh遊離を促進させることにより起こるものであることを解明し,これらが生理

的な抗オピオイ ド物質として働いていることを示唆した｡

3. マウス脳室内に投与されたangiotensin丑は,それ自体では痛覚反応性に影響を及ぼさ
さないが,きわめて低用量で用量依存的にmorphine鎮痛を減弱させることを明らかにし

た｡
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以上の知見より，・ngi・t・ns’n皿は新なに拗な内碓抗オピオイド物質として評価し得る

との結論に達した。

以下，・れらの知見に亦て．2編に分けて継する・L

　なお，本文中あるいは図表中で使用した略号は次の通りである。

　　　　本文中

　　　　　ACh　：　abetylcholine

　　　　　GPI　：　モルモット摘出回腸縦走筋検定法

　　　　　HPLC　：　高速液体クロマトグラフィー

　　　　図表中

　　　　　AGT　：　angiotensin

　　　　　ME　　：　Met－enkephalin

　　　　　NLX　　：　naloxone

　　　　　　n　　：　実験例数
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第 1 編

内在性抗オピオイ ド物質の

ウシ脳組織からの精製と同定

著者が本研究に着手した発端は,先の緒言でも触れたように,予試験の際に,ウシ脳抽出物中

にモルモット回腸縦走筋標本に対して抗オピオイド作用を有する画分を兄い出したことに始ま

るOまた,この画分はゲル炉過での溶出位置から分子量が1000ないし1800と推定され,さら

にtrypsin消化によって活性が消失したことからペプチドであることが予想されていた｡この

予試験にあたってはウシ30頭分の脳組織を原料としたが,実際に精製してみると活性が強力

な反面,きわめて微量であることがしだいに判明し,その上驚いたことに,精製するに従って

ガラス壁あるいはクロマト担体樹脂等に対する非特異的吸着が起こり,単離には成功しても,

構造決定に充分な量を得ることができなかった｡

近年,精製技術の進歩や分析機器の発達により,脳内からの未知の生理活性ペプチドの精製

はますます微量化しつつある(奥山と笠鮎 1981)｡そして,脳内から未知の微量な生理活性ペ

プチドを精製するに当たって配慮あるいは克服しなければならない問題点は,これまでにも多く

の報告や総説の中で述べられてきた｡(Hoら,1980;棉,1981;松尾と寒川,1984)｡こ

れらを要約すると次の4点にまとめられると思われる｡

(1) スクリーニング法の問題 - どの程度目的とする生理活性物質に対して特異的かつ高感

度で簡便な生理活性検定法を用いることができるか｡

(2) 原材料の選択と確保の問題 一 必要十分な収量を得るために,どのような原材料を選び,

どれだけを必要とするのか｡

(3)内因性プロテアーゼの影響の問題 一 目的とするペプチドが分解したり,大分子タンパ

クからartifactが発生するのを防ぐために,抽出や精製時にいかにして内因性プロテアー

ゼを排除するのか｡

(4) 回収率の問題 一 生理活性ペプチドの中には吸着,失活などにより,精製方法によって

はかなりの損失が起こることがあるため,どのような精製手段を用いるのか｡

このような問題点は,本研究に際しても直面した問題であり,以下の内在性抗オピオイド物

質の精製過程については,これらの問題点と関連しつつ論述する｡
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第 1章 抗オピオイ ド活性のスクリーニング法

モルモット摘出回腸縦走筋検定法 (GPI)は,オピオイ ドの効力試験法として簡便であり,

かつ広く用いられている生物検定法である｡これまでに脳内から単離されたオピオイドペプチ

ドも,GPIにおける活性を指標にして精製されたものが数多い(Hughes,1985;Goldstein

ら,1979など)｡

本研究においても,これらオピオイドに相反する作用を示す物質を探索するために,スクリ

ーニング法として若干の改良,工夫を加えたGPIを用いて,抗オピオイド活性の評価を行った｡

<実験方法>

実験には250ないし400gの雄性モルモットを用い,摘出回腸標本はKosterlitzら(1970)

の方法に従って作成した｡標本を懸垂するbathの容量としてをも 検定に要する試料の量を最

少に抑え,高感度を得るために1.5mlとした.栄養液としてはKrebs孜(NaCll18mM,KC1

4175mM,CaC122･54mM,MgSO｡1･2mM,KIちPO｡1･19mM,NaHCO3 25mM,glucose

llmM)を用い,液温は37℃とした｡bath内-は1/5ゲージのカテラン針によって,95%

02-5%CO2混合ガスを適度に通気したO標本に対して札 0･5gの一定負荷張力をかけ,bath

中に標本をはさんで15mm間隔で同軸性に設置した2つの白金 リング(5mm径 )から0.1Hz,

100V,0.5-1.0msecの矩形波で電場刺激を与え,刺激に応じて誘発される撃綿を,等尺性

トランスデューサーを介して記録した｡

対照薬となるオピオイドとしては,吸着性が弱く,標本の洗浄を繰 り返しても再現性の良い

響縮抑制が用量依存的に得られる内在性オピオイドペプチ ドとして,Meトenkepbalinを用い

た｡また,試料はMet-enkephalin投与後,3-5分に投与し,その投与液量は,溶媒自体が

撃縮に影響を及ぼさないように,50plを上限とした｡

<実験結果および考察>

図1にはGf'ⅠにおけるMet-enkephalinの撃縮抑制作用と,その3分後にnaloxoneを投与

した時に観察される回復の一例を示した｡それぞれの薬物濃度はbath中での濃度で表わした｡

ここで,naloxoneの桔抗作用は,10▼7M(bath中濃度 )×1.5ml(bath容積 )-1.5×10-10

mol(一回投与量 )という微量で著明に検出され,GPIが未知の抗オピオイド物質に対しても,
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高感度な検出能力を示すことが予想され

た。しかし，実際のスクリーニングにあ

たっては，精製画分中に含まれる微量の

無機塩や有機溶媒が攣縮に影響を及ぼし

たため，試料は常に脱塩などの処置後に

適用するように留意した。なお，Meレ

enkephalinの50％攣縮抑制濃度（IC50）

　　　　　　　　　　は，およそ5×10　Mであり，以後のス

　　　　　　　　　　　　　　クリーニングには通常5x10　MのMet－

enkephalinを対照に用いた。

　　　　O　　　　▲

　　　　MEi　NLX

5x10『8M　　10－7M

図1．GPIにおけるnaloxoneの
　　　抗Met－enkephalin作用
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第2章内在性抗オピオイド物質の精製

　表1に抽出・分離操作の概要を示した。右の括弧内には，得られた2つの抗オピオイド物質

のうち，最終的に活性画分の全量を単離した1つの物質について，各段階で得られた画分の重

量，あるいは，無機塩を大量に含んだ町分についてはLowryら（1951）の方法により求めたタ

ンパク量を記した。

　以下，これらの精製過程の実験方法，実験結果および考察について詳述する。

　　　　　　　　　　表1．ウシ脳からの内在性抗オピオイド物質の精製過程

　　　　　　　　　　　100bovine　brains　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（40kg｝

STEP　1 acetone　powder （7．5kg）

STEP　2 1MCH3COOH＋20mM　HCI　extract（40C） （7509）

STEP　3 SP－Sephadex　C－25　batch pH3．5－pH9．O　fraCtion　　　（1929）

STEP　4． Sephadex　G－25 Vo　x　1．6－2．2　fraction　　　　（46g）

STEP　5 CM－Sephadex　C－25　gradient peak　B （2．19｝

STEP　6 Bio－Gel　P－2 Vo　x　2．0－2．3　fraction　　（200mg｝

STEP　7 Sephadex　G－15 Vo　x　1．2－1．6　fraction　　（117mg）

STEP　8 Cosmosi「5CN－R　　Pi1CH3CN　gradient （5mg｝

STEP　9 Cosmosil　5C18　TFAICH3CN　gradlent

STEP　lO Cosmosil　5C18　　　Pi／CH3CN　gradient

　　　　　　　　　　　pure　peptide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10nmol≒101」g⊃

　　　　　　　　　　　　　Vo　：void　volume
　　　　　　　　　　　　　Pi　　：phosphate　butter

　　　　　　　　　　　　　TFA：trifluoroacetic　acid

　STEP　1　原料とアセトン粉末の作成

　予試験によって，1頭分のウシ全脳から得ることのできる2つの抗オピオイド物質は，それ

ぞれわずか1nmol以下であると予想されていた。現在の発達した分析技術によって，近年で

は約10nmo正の単離ペプチドからその構造決定が可能古あると言われている。従って今回の精

製にあたっては，スクリーニングを各段階ごとに繰り返すことによる損失を見込んで，必要最

少限の収量を得るために，100頭のウシから重量にして40kgという大量の脳組織を必要とし

た。

　ウシ脳組織は次のように処理した。
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　屠殺場にて屠殺後30分以内に得たウシ全脳から小脳を取り除き，ただちに氷冷した生理食

塩水中で軟膜，血液を可能な限り除去した。続いて細かな断片に分け，一800Cのドライアイ

スーアセトン混下中で急速に凍結させ実験室に持ち帰った。次にこの凍結組織成分から水分と

脂質を除去するために，一10℃に保ちながらアセトンとともにポリトロンホモジナイザーを

用いてホモジナイズした後，吸引炉過により残渣を得る操作を3回繰り返し，微細な乾燥アセト

ン粉末（7，5kg）を得た。アセトン粉末は一20℃で保存し，10日以内に次の処置を行った・

　STEP　2　酸抽出

　先に述べたように，抽出時に最も問題となるのは，いかにして内因性プロテアーゼによる二

次的分解を抑制し，かつ最大の抽出効率をあげるか，ということである。

　まず予試験により，目的とする抗オピオイド物質は弱塩基性のペプチドであることがわかって

いた。そこで内因性プロテアーゼ活性を抑えながら，効率よく抽出するために，アセトン粉末

を7倍量の1M酢酸一20mM塩酸混液（pH1．9）とともに4℃で18時問かくはんし・

10，000rpm，30分目遠心分離により得られた上清を抽出液とした。また残渣から同様にし

てもういちど抽出操作を行い，先の抽出液と合わせた。得られた抽出液はpH　3以下であった。

　ところで近年，脳内ペプチドの精製には，内因性プロテアーゼをすみやかに変性，失活させ，

続く精製操作中における二次的分解を防ぐ抽出法として，新鮮な組織をただちに酸とともに短

時間煮沸する方法がしばしば用いられている（Kangawaら，1983），そこで，卑の抽出法と比

較するため，別に新たな1頭分のウシ脳組織を先の組成の堅調液とともに10分間煮沸するこ

とにより抽出し，抗オピオイド活性今世を部分精製してみたところ，得られた2つの活性画分

の量と存在比は，本研究のように低温で抽出した場合とほぼ等しかった。すなわち低温で抽出

した揚合でも，その後の精製過程を含めて，十分にプロテアーゼ活性を抑えることができたと

考えられた。

　STEP　3　SP－Sephadex　C－25　バッチ法

　先の低温抽出法により得られた抽出液を，ただちにNaOH滴定によってpH3．5に調整し，

予め0．05M〔Na＋〕一acetate緩衝液（pH3．5）中で膨潤させたSP－Sephadex　C－25ゲルを抽

出液14に対して500mlの割合で加え，氷手下で1時間ゆるやかにかくはんした。次に，ゲル

に吸着した物質を取り出すために，ゲルのみを吸引炉過で残し，再び0．05M〔Na＋〕一acetate

緩衝液を加え，氷野下でゆるやかにかくはんしながらNaOH滴定を行い，　pH　9．0までに溶出

一8一



してくる画分を分取し凍結乾燥した。

　STEP　4　Sephadex　G－25カ日ムによるゲル炉過

　CM－Sephadexバッチ法で得られた画分を，次にSephadex　G－25カラムによりゲル炉過し

た。図2には，STEP　3生成画幅のウシ脳約25頭分相当量（50　g）をカラムに適用し，溶

出液の280nmにおける紫外吸収をモニターした結果を示した。この溶出液の一部を各試験管

ごとに分取し，凍結乾燥したのちスクリーニングしたところ，void　volumeの約1．6倍から

2．2倍の位置にわたって広く抗Met－enkephalin活性が検出された。

　図3にその結果の一例を示したが，このように，先の図1に示したnaloxoneに比べるとや

やゆるやかではあるが，Met－enkephalinにより抑制された攣縮を顕著に回復させる活性が認

められた。以後の精製過程では，このような抗Met－enkephalin活性を指標とした。

　なお，これ以降のカラム操作は4℃で行った。
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圃
apply 200　　　　　　　　400　　　　　　　　600

fraction　number　［20ml／tube］

800

図2．STEP　4：Sephadex　G－25（medium）カラムによるゲル炉過
　　　カラム：10×100cm，　7850　ml

　　溶出液：0．5％　ギ三一〇．5％　ピリジン混液

　　流速：約5ml／min

Vo，　Vcはそれぞれvdd　volume，総カラム容積を示す。
saltは無機塩の溶出位置。　GPI抗オピオイド活性は斜線部

に溶出した。
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0．59

図3．

　　　　　　　　　　　O　　　　　●

　　　　　　　　　　　ME　　　Sephadex　G－25

5min　　5x1σ『M　　　small　peptide　fraction

Sephadex　G－25カラムより得られた画分に検出された抗Met－enkephalin活性

試料：活性時分の凍結乾燥物，約10mg

　STEP　5　CM－Sephadex　C－25カラムによるイオン交換クロマトグラフィー

　得られた活性特牛を，次にCM－Sephadex　C－25カラムによるイオン交換クロマトグラフィ

ーで分離した。図4には，先の活性画分の約50頭分相当量（239）を緩衝液に溶解させてカラ

ムに適用し，緩衝液でカラムを洗浄したのちに，0．75MNaClを含む緩衝液に対して直線的濃

度勾配をかけて溶出した結果を示した。緩衝液には特に5％n－propanolを加えたが，これは

ゲル，あるいはガラス壁に対する非特異的吸着を防ぎ，回収率を向上させるための処置である。

抗Met－enkephalin活性は図5に示したように，2つのピークに分離して検出された（peak　A，

peak　B）。これち2つの画分の活性は，定性的にきわめて類似していることが確認されたため，

以下の精製は，まず総活性量の多かったpeak　Bについて行った。

　STEP　6　Bio－Gel　P－2カラムによるゲル炉過

　図5に，peak　B門門をBio－Gel　P－2（200－400　tnesh）カラムによりゲル炉過した結果を示

した。peak　A，　peak　B共に，Bio－Gel　P－2カラムでゲル炉過をすると，抗Met－enkephahn

活性は担体（ポリアクリルアミド）との相互作用が原因と思われるが，大部分の混在物と分離

して比較的遅い位置に溶出した（peak　Aでvoid　volumeの2．4－2．7倍，　peak　Bで同じく

2．0－2．3倍）。また，この結果からおそらくP甲kAよりpeakBの方が分子サイズとして大

きいことが予測された。　　　　　　　　　　　　　　　　　『
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STEP　5：CM－Sephadex　C－25．カラ．ムによるイオン交換クロマトグラフィー

カラム：5×50cm，．約．1000　ml．．

緩衝液．：5％：h－propanol含有　0．05　M［Na＋］一acetate緩衝液．pH　5．5

．流速．：約3．3田1／min．

抗Met－enkephalin活性は最大の．丁丁を160として表わ．した6
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　　　　ゲル炉過

　　　　カラム：5．5×90cm，2100　ml

　　　　溶出液：5％n－propanol含有2．5％ギ酸

　　　　流速：95ml／hr
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　STEP　7　Sephadex　G－15カラムによるゲル炉過

　STEP　6のゲル半過では，活性画分が無機塩の溶出位置と一部重なったため，次のHPLCによ

る精製の前処理として，Sephadex　G－15カラム（1．8×160　cm，400　ml）により，活性画分の

脱塩をした。溶出液には30％n－propanolを含む3％ギ酸を用い，流速は8ml／hrとした・

peak　Aからの活性物質はvoid　volumeの約1．3－1．7倍に，　peak　Bからの活性物質は同じ

く約1．2－1．6倍の位置に溶出され，それぞれ凍結乾燥により無機塩を含まない白色粉末になっ

た。

　STEP　8，9，10逆相系カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（HP：LC）による単離

　以上の精製では，従来から使われていたゲル炉過とイオン交換クロマトグラフィーを用いて

きたが，まだかなりの混在物が除けていない状態であった。そこで以下の精製は，その分離能

が優れていることから，近年，ペプチドの精製に頻繁に用いられるようになった逆相系カラム

によるHPLcで行った。カラムは半井化学より購入したcosmosil　5cN－Rカラム，及びcos－

mosil　5C18カラムを用い，　GILSON阿りHPLCシステムを使用し，溶出はacetonitrile濃

度勾配により行った。また，これらの操作は室温で行った。

　図6左には，先に脱塩されたpeak　B由来の活性画引のウシ早耳2．5頭分相当量を適用した

結果を，また，図6右には，そこから得られた抗Met－enkephalin活性町分のウシ脳幹20頭

分相当量を適用した結果を示した。図6右に見られるように，抗Met－enkephalin活性はほぼ

紫外吸収ピークと一致して認められた。

　なお，これらの活性画分は，シリコン・コートした試験管などに対してもかなり吸着する性

質を示したため，試験管類は活性細分溶液を入れた後，必ず0．1規定塩酸一メタノール血液

（1：1）で吸着した活性物質を洗い出すように注意した。

　図7には，peak　B由来の抗オピオイド物質の最終精製を示した。その結果，抗Met－enke－

phalin活性は鋭敏な紫外吸収ピークと完全に一致して認められた，また，　この画分は先の

STEP　8，あるいはSTEP　9のような別の条件のHPLCによっても単一ペプチドであること

が確認された。なお，紫外吸収値からの推測から，このペプチドの収量はきわめて微量で

あると考えられた。
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　　図6・peak　B由来の活性画分の・逆相系力．ラムを用いたHPLCによる分離

　　　　　（左）STEP　8

　　　　　　　　カラム：Cosmosil　5CN－R（4．6×150㎜）

　　　　　　　　緩衝液：．10mM　Na2Sq含有　5mM
　　　　　　　　　　　　　potassium　phosphate緩衝液pH　3．0

　　　　　　　　流速：1．Olnl／min

　　　　　（右）STEP　9

　　　　　　　　カラム：Cosmosil　5C18（4．6×150㎜）

　　　　　　　　緩衝液：0，1％　trifluoroacetic　acid

　　　　　　　　流速：1．Oml／mi11

　　　　抗Met・enkephalin活性は斜線部に溶出した。
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　　　カラム：Cosmosil　5C18（4。6×150㎜）

　　　緩衝液：10mM　Na2Sq　含有　5mM
　　　　　　　　potassium　phosphate緩衝液pH3．0

　　　流速：1．Oml／min

　　抗Met．enkephalin活性は黒く塗りつぶした部分に

　　　溶出した。
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第3章　peak　B由来，単離ペプチドのアミノ酸分析

　以上に述べた2っの抗Met－enkephalin活性丁丁のうち，先に単離されたpeak　B由来の活

性ペプチドについて，アミノ酸分析，ならびにN末端アミノ酸の同定を行った。

3－1　アミノ酸分析

〈実験方法＞

　peak　Bより単離されたペプチドの一部を，0．1％phenolを含む6N塩酸とともに減圧下で

105℃に18時間保ち，加水分解した。加水分解により生成したアミノ酸は，日立835型アミ

ノ酸分析機を用いて同定した。

〈実験結果および考察〉

　表2左に，単離ペプチドのアミノ酸分析の結果を示した。ところが，このアミノ酸組成をこれ

までに生体内から単離された数々の生理活性ペプチドと念のたゆ比較してみたところ，意外にも

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　う表2．peak　B由来の単離ペプチドと，合成［Val］一angiotensin　I

　　のアミノ酸組成の比較
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〔V・1㌧angi・t・n・in　l（A・pl，V・1、，L・u、，Ty・、，Phe1，Hi・，・A・g、，P…）と類｛以

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らしていることが判明した。表2右には，同様な条件により合成〔Val〕一angiotensin　I（ペ

フ． `ド研究所より購入）のアミノ酸分析を行った結果を並べて記した。この表2から明らかな

ように，両者の各アミノ酸のモル比はきわめて類似した値を示した。

　なお，このアミノ酸分析の結果から，単離ペプチドの収量は10nmolと算出された・

3－2　N末端分析

〈実験方法＞

　N末端アミノ酸の同定にはdansyl法を用いた。試料には単離ペプチド1nmolを用い，

dansyl　chlorideによるN末端ラベルと加水分解はGray（1972）の方法に従った・また・dan－

sylアミノ酸の分離同定は，　Wilkinson（1978）によって報告されたHPpC法に若干の改良

を加えて行った。各標準dansylアミノ酸のHPLCによる分離を図8に示した。

〈実験結果および考察＞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．15
　単離ペプチドから得られたdansyl

アミノ酸のピークは12，2分に溶出し，

N末端アミノ酸はAspであると同定

　　　　　　　　　　　　らされた。これもまた，〔Val〕一angio一
　　　　　　　　　　　　　　　　　∈　0・10
tensin　lのN末端アミノ酸と一致する毒

結果であ。た．　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　暮

　　　　　　　　　　　　　　　　　弩
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図8．HPLCによる標準dansylアミノ酸の分離
　　カラム：Cosmosil　5C18（4．6x150㎜）

　　緩衝液：17．5mM　potassium・phosphate

　　　　　　緩衝液pH7．2
　　流速：1．O　ml／min
　　試料：標準dansylアミノ酸（Sigma）

　　　　　　各1nmol
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第4章活性物質がangiotensin　lおよび皿
　　　　　であることの同定

　以上のアミノ酸分析の結果から，peak　Bより単離した抗オピオイド物質は，おそらく〔Vai5〕一

angiotensin　Iであると考えられた。そこで次に，　HPLCにおける挙動を合成品と比較する

ことによる同定を試みた。

　また，もうひとつの活性画意peak　Aは，その全量を単離するまでには至っていなかったが，

①STEP　5の項で述べたように，　peak　Aの抗Met－enkephalin活性が，　peak　Bの活性ときわ

めて類似していたこと，②STEP　6の項で示したゲル炉過により，　peak　Aはpeak　Bより小

分子量であると考えられたこと一等の理由により，peak　A中の抗血ヒ．オイド物質は，おそら

く〔Va15〕一angiotensin皿であろうと予想された。　従って，　peak　A由来の活性画分につい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らては，さらにHPLCによる精製を進めながら，その活性溶出位置を合成〔Val〕一angiotensin

皿と比較検討した。

〈実験方法〉

　同定のためのHPLC系としては，　Cosmosil　5CNR，　Cosmosi15C18の2種類の異なる

性質を有する逆同系カラムを用いて，各々，溶媒系を変えた計4種類の溶出条件を設定した・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らまた，それぞれの条件で分離特性が異なっていることを確認するために，〔Val〕一angioten－

sin　lおよび皿以外にも9種類の合成ペプチド（いずれもペフ．チド研究所より購入）の溶出位

置を比較した。用いた合成ペプチドとしては，抗オピオイド物質の予想された分子量1000－

1800に基き，アミノ塗残基数が8－14である生理活性ペプチドを選んだ。合成ペプチドの溶

出位置は紫外吸収のモニターにより，また，抗オピオイド物質の溶出位置は紫外吸収に加えて，

GPIでの抗Met－enkephalin活性により確認した。

〈実験結果および考察〉

　図9にこれらの結果をまとめて示した。合成ペプチドの溶出位置はそれぞれの条件によって異

なり，これら4種類の溶出条件が互いに異なる分離特性を有していることが確認された。しか

し，peak　A由来の活性物質は，常に〔Va15〕一angiotensin皿と，また，　peak　B由来の活性

物質は，常に〔Va15〕一angiotensin　Iと一致する位置に溶出した。

　さらに，図10には，このようにして単離されたペプチドのGPIにおける抗Met－enkephalin

活性を，それぞれの合成品と比較した結果を示した。このように，peak　B由来の単離ペプチ
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図9．peak　A（▽），peak　B（▼）から得た抗オピオイド物質のHPLC
　　　．．による同定

　　合成ペプチドの溶出ピークは模式化して表現した。それぞ為の抗オピ

　　オイド物質は矢印で示した時間に溶出した。

　　　　TFA　：trifluoroacetic　acid

　　　HFBA：ねeptafluorobutyric　acid

　　　10　　　　　　　　　20　　　　　　　　　30

　　　　　　　．minUteS　a貿er而eCtiOn

2．［lle5］一AGT　ll　3．　CCK－8、4．　bradykinin

7，LH－RH　8．　substance　P　9．　neurotensin

ドと合成〔Va15〕一angiotensin　lヵミ，あ．るいは，　peak　A由来の単離ペプチドと合成〔Val　5〕一

angiotensin」が，それぞれ類似した抗Met－enkephaiin活性を示すことが確認された。また，

図10より，〔Va15〕一angiotensin　Iおよび皿は，ほぼ等しい効力であることが示唆された。

　以上の事実より，ウシ．脳組織から単離された2つの抗オピオイド物質は，．それぞれ〔va15〕一

angiotensin　lおよび』であると同定された。
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図10．．精製された抗オピオイド物質と合成angiotensinの抗Met－
　　　　　enkephalin活性の比較．

　　　　　試料：peak　A，　Bとも単離ペプチドとして約1pmol
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第　1　編　の　考　察

　第1編の始めにおいて，脳内生理活性ペプチドの精製に関する4っの問題点を列挙したが，

本研究において内在性抗オピオイド物質を精製した経験から，これらの問題点に対し，次のよ

うな対応策が有効であると考えられる。

　（1）簡便なスクリーニング法として用いたGPIは，図10に示したように，1pmolという微

　　量の抗オピオイド物質を検出できた。このように高感度なスクリーニング法を用いること

　　により，大量の抽出物の中にごく微量含まれていた抗オピオイド物質の検出と精製が可能

　　になったと考えられる。

　（2）原料としては40kgという大量の脳組織が必要であった。しかし，さらに効率の良い精

　　製を行うためには，予め，原料を脳の一部位に限定して量を減らしたり，精製の初期段階

　　に，より濃縮率の良い処理を用いる，等の処置が必要であろう。

　（3＞抽出処理の項（p．8）でも述べたように，本研究で用いた低温抽出法によっても，抽出，

　　精製過程を通して，内因性プロテアーゼによる二次的分解は，十分抑えられたと推定され

　　る。

　（4＞吸着の問題は，カラム溶出液へのn－propano1の添加や，メタノール塩酸混液による吸

　　着ペプチドの洗い出しによってある程度防ぐことができる。しかし，HPLCによる精製で，

　　それぞれの段階ごとにやや低い回収率（50～70％）であったため，STEP　4で初めて抗

　　Met－enkephalin活性を検出してから単離までの総活性回収率は，結局，10～20％に低

　　下した。今後，HPLCカラムの改善等による吸着への対応が重要課題と考えられる。

　GPIにおける抗Met－enkephalin活性を指標にして，ウシ脳組織から精製した抗オピオイド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　物質は，当初は新規物質と考えて実験を進めていたが，最終段階になって意外なことに〔Val｝

angiotensin　lおよび皿であることが明らかになった。

　Angiotensinは元来，血中に存在する昇圧性ペプチドとしてよく知られており，その血中

angiotensinの生合成経路は，図11に示したようなrenin－angiotensin系として既に解明さ

れている。Angiotensinには動物種差があり，哺乳類の揚合はIle5型とVa15型に大別される

が，一般に両者の生理活性にあまり差はないと言われている（Regoriら，1974）。本研究で得

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らられたのは，従来，ウシ血中での存在が証明されている（ElliottとPeart，1956）Val型で
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Angiotensinogen

Angiotensin　l

　　　　　　　　　A・p－A・g－VaトTy・一 uゴHis－P・・一Phe－His一Leu－Val－lle－His一一一一

　　　　　　　　　　　　　　↑

Angiotensin開

　　　　　　　　　　　　　Renin

　　　　　　禰醐噛一　虻w　㎏u

Angiotensin　ll量

　　　　Angiotensin　Converting　Enzyme一唖一一一一Captopril

　　　　　　　　コ　　　　Asp－Arg－val－Tyr－varHis－Pro－Phe一『一一一Saralasin

　　　l　　　　…1…1・＾1・』㎝…㎞・・1・
Aminopeptidase脅一一一一Bestatin

　　　　　　　　　　　　　　A・rVal－Ty「騨VaドHis冒P・。一Phe

　　　　　　　　　　　　　　　　髄e　　：　　huma「㍉rat，　mouse，　guhea－P㎏etc．

　　　　　　　　　　　　　　　Val　：　　b◎vhe，　sheep

図11．」血中renin－angiotensin系

　　　Angiotensinogenの配列中，　renin切断部位よりC末端側は
　　　ヒトの場合の部分配列を示した。点線矢印は，それぞれ酵素の

　　　阻害剤，あるいはレセプター拮抗薬であることを示している。

あった。

　ところで，近年になって抗angiotensin抗体を用いたradioimmunoassayあるいは免疫

組織化学的手法により，免疫活性angiotensinが血中のみならず，中枢神経系にも広く，かつ

高濃度に存在していることが示唆された（Printzら，1982）が，本研究は初あて脳内からan－

giotensin　lおよび皿を単離し，その脳内における存在を直接的に証明したものと言える。

　さらに，①精製にあたって血液を十分に除去したこと，②単離の結果得られた収量と総活性

回収率から脳組織内濃度を推定すると（＞10－9皿ol／kg　tissue），従来の報告（Cattら，1967；

Sempleら，1976）にある正常血中angiotensin皿濃度（約5×10－11mol／6　blood）よりかな

り高いこと，⑧angiotensinは一般に脳血液関門を通れず，血中angiotensinは脳組織内に移

行しない（Shellingら，1976）こと一などの理由から，本研究においてウシ脳組織から得

た〔Va15〕一angiotensin　lおよび皿に占める血液成分からのcontaminationは，ほぼ無視で

きる程度であると推論される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　以上のように，新たに内在性抗オピオイド物質として〔Val〕一angiotensin　lおよび皿をウ

シ脳組織より精製，同定したが，これらの抗オピオイド作用について第2編で詳述する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　小　　　　　括

1．抗オピオイド活性のスクリーニング法として高感度なモルモット摘出回腸縦走筋検定法に

より，ウシ脳内に存在する微量の抗オ．ピオイド物質を検出した。（第1章）

2．このスクリーーニング法を用いて，100回分のウシ脳組織から全10毅階の精製により，2

つの抗オピオイド物質を単離した。（第2章）

3．これら2っの抗オピオイド物質は，各種同定操作により〔Va15〕一angiotensin　lおよび皿

　であると同定された。（第3，4章）
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　　　　　　　　　第　2　編

Angiotensinの抗オピオイド作用

第1編に示したように，著者は新たに内在性抗オピオイド物質として，ウシ脳組織より〔Va15〕一

angiotensin　lおよび皿を単離した。しかし，このangiotensin　Iおよび皿が，生体内にお

いてどのような抗オピオイド作用を有しているかは，たいへん興味ある問題である。

　ところで，従来からオピオイドの効力評価には，次の3種類の試験法が広く一般に用いられ

ている。

　（1）脳組織膜標本におけるオピオイドレセプターとの結合試験法。

　（2）オピオイドレセプターを有する末梢組織標本を用いたin　vitro試験法。

　（3）鎮痛検定法によるin　vivo試験法。

　そこで，著者はこれら3種類の試験法におけるオピオイドの効果に及ぼすangiotensin　Iお

よび皿の影響を検討することにより，angiotensinの抗オヒ．オイド作用の評価を試みた。

　以下，第2編とレて，それぞれから得られた知見について4章に分けて論述する。
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第1章　脳組織オピオイドレセブ．ターに対する作用

　まず，angiotensinが抗オピオイド物質として働く機序には，大別して次の2つが考えられ

た。

　（1＞オピオイドレセプターに対するオピオイドの結合を阻害することによる拮抗。

　（2）オピオイド結合は阻害しないが，同一の細胞あるいは組織に対して，オピオイドと相反

　　する作用を示すことに起因する生理的な拮抗。

　そこで，angiotensinがオピオイドレセプターに結合するかどうかを検討するために，脳組

織膜標本を用いてオピオイドレセプター結合実験を行った。

　＜実験方法＞

　」H一リガンドを用いたオピオイドレセプター結合実験は，従来，当研究室で行われていた方

法（Amanoら，1984）に準じた。膜標本の作成はモルモット，ラット，ウサギの脳を用いた。

動物を断頭後，ただちに脳を摘出し，小脳を除いた全脳を35倍量の50mMトリスー塩酸緩衝

液（pH　7．4）とともにPotter－Elvehjem型ホモジナイザーにてホモジナイズした。ホモジネー

トは4℃で10分間，45，000×gで遠心し，沈渣を同緩衝液にて懸濁して脳組織膜標本とした。

レセプター結合実験におけるインキュベートはOQC，3時間とし，特異的結合量はlevallor－

phan　10－5M存在下での結合量を差し引くことにより求めた。3H一リガンドとしては，オピオ

イドレセプターのサブタイプを考慮し，muレセプター選択性リガンドとして3H－naloxone

（45．O　Ci／mmol，deltaレセプター選択性リガンドとして3H一〔D＝Ala2，　D－Leu5〕一enke－

phalin（49．3　Ci／mmol），kapPaレセプター選択性リガンドとして3H－dynorphin　（1－9）

（28．4Ci／mmol）を用いた。これら3H一リガンドは，すべてAmersham社より日本アイソト

ープ協会を通じて購入した。

　〈実験結果および考察〉

　モルモットの脳組織膜標本を用いて，〔Va15〕一anglotensin　iおよび皿が各3H一リガンド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら結合量に及ぼす影響を検討した結果を表3に示した。〔Val〕一angiotensin　lおよび皿ともに，

10－6Mという大量を加えても，いずれのリガンドの特異的結合量にも有意な減少は認められな

かった。また，ラットあるいはウサギの脳組織膜標本を用いて同様な実験を行った場合も，同

じく各3H一リガンドの特異的結合量に変化は認められなかった。

　これらの結果から，〔Va15〕一angiotensin　Iおよび皿はオピオイドレセプターに結合しな
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いこと，あるいはオピオイドのオピオイドレセブ．ターに対する結合を阻害しないことが明らか

になつ牟・

　　　　　　　　　　表3．各種3H一リガンドのオピオイドレセプター結合に

　　　　　　　　　　　　　及ぼす［Va15］一angiotensin　IとHの効果

specific　binding［mean　96，　n監6］

radio　Iigand brain　homogenate

control　　AGT　I　10－6M　　AGT　ll　10－6M

　3H－naloXone

3H－D－Ala2，　D－Leu5－

　　enkephalin

3H－dynorphin（1－9）

9P一ae旧U9

9P一ae．旧U9

9P一aehU9

0．80

0．66

t99

0．78

075

1，80

0．77

0．70

1．76

使用したリガンド濃度は，それぞれ，3H，naloxone　1．OnM，

3H一［D－Ala2，　D－Leu5］．enkephalin　1．OnM，3H－dynorphin

（1－9）　2．OnMである。
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第2章モルモット摘出回腸縦走筋における
　　　　　抗オピオイド作用

　先の精製の際にスクリーニング法として用いたGPIは，脳内オピオイドレセプター結合実験

によって分類されるサブタイプのうち，主としてrnuおよびkappaレセプターを有している

（Lordら，1977）。このGPIにおいて，〔Va15〕一angiotensin　Iおよび皿は著明な抗Met・

enkephalin活性を示したが（図10参照），先のレセプター結合実験の結果から・その作用は

これらInuおよびkappaレセプターを介さない生理的な拮抗現象であると考えられた。そこ

で著者は，GPIにおけるangiotensin　lおよび皿の抗Met－enkephalin活性を定量的に評価

し，さらにその機序について詳細に検討した。

2－1　抗Met－enkephalin活性の定量的評価

　〈実験方法〉

　標本の作成，刺激条件，記録等はスクリーニングの項（P．5）で述べた方法と同様に行った・

抗Met－enkephahn活性の定量的評価には，　IC50の比からSchild（1957）の方法により求め

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らられるpA2値を用いた。評価の比較対照としてはnaloxoneを用い，〔Val〕一angiotensin　I

および且，naloxoneはMet－enkephalin投与の5分前に適用した。

　〈実験結果〉

　図12に示したように〔Va15〕一angiotensin皿は10－10　Mという低濃度でも，　Met－enkepha－

linの用量反応曲線を著明に（IC50比，3．8倍）右へ平行移動させた。

　表4には，図12と同様な実験から〔Va15〕一angiotensin　lおよび皿と，　naloxoneについて

それぞれ求められたpA2値を示した。　Schild　plotにおいて・これらのslope　factorは0・95

±0．1の範囲であった。なお，Met－enkephalinのIC51は43・7±5・5hM（mean±SEM）であっ

た。

　〈考　察〉

　〔Va15〕一angiotensin　lおよび皿のpA2値は，ともにnaloxoneより約2．0大きな値であっ

た。すなわち，これらの抗Met－enkephalin活性はnaloxoneの約100倍強力であることが明

らか｝・なった．また，ことに〔V・1‘〕一a・gi…n・i・皿の・A，値1叢度に換算て3・・0　11M

と，通常の血中濃度（p．21参照）に匹敵する低濃度であった。このことは，一般に腸管にお

けるオピオイド系が，血中angiotensin系によって制御を受けている可能性を示唆している。
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図12　［Va15］一angiotensin皿前処置によるMet－enkephalin

　　　の用量反応曲線の平行移動

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表4．Met一♀nkephalinの作用に対する［Val｝angiotensin　I
　　　およびHと，nal似oneのpA2値の比較

antagonist （n） pA2 （95％confidential隠m醗s）

［Va15］一angiotensin　l

［Va15］一angiotensin開

naloxone

（9》

（6）

（8）

10．41

10．53

8．52

（10．05－10．76）

（10．27－10．79》

（　8．23－　　8．81）

Met－enkephalin　IC50［nM］　＝　　43・7　±　5・5　　（n312）

　　　　　95％信頼限界は最小自乗法により求めた。

　さらに，〔Va15〕一angiotensin　lおよび皿の抗Met－enkephalin作用は，①Met－enkepha－

linの用量反応曲線を平行にシフトさせること』，②Schild　plotにおけるslope　factorが0．95

に近いこと一から広義の競合的拮抗の性質（Schid・1957）を有しており・これらの抗オピオ

イド作用が，生理的拮抗ではあっても，その作用点がオピオイドの作用部位と近接しているか・

同一神経伝達物質の遊離の抑制と促進といった拮抗関係にあることが示唆される。
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2－2　抗オヒ．オイド作用の本体

　以上のように，〔Va15〕一angiotensin　Iと皿はGPIにおいてほぼ等しい効力を示したが，

一般にangiotensinの活性発現型はangiotensin　Kであり，末梢組織において，　angiotensin

Iは不活性な前駆体であることが知られている（Regoliら，1974）。　そこで，どちらのペプ

チドが抗オピオイド作用の本体であるかについて検討し，また，Ile5型との比較も行った。

　〈実験方法〉

　これまでと同じくGPIを用い，標本に予め，　angiotensin　converting　enzymeの特異的阻

害剤であるCaptopril（三共），あるいは，　angiotensin皿レセプターに対する競合的拮抗薬で

あるSaralasin（ペプチド研究所）を適用した。　Angiotensinには，これまでの〔Va15〕一an－

giotensin　I，皿に加えて，〔Ile5〕．一angiotensin　I，皿も使用した。

　〈実験結果〉

　図13に結果の一部を示した。Va15型とIle5型のangiotensinの抗Met－enkephalin作用

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　　　　　　　　　　らに差は認められなかった（図10参照）。〔Val〕一および〔Ile〕一angiotensin　lの効果は，

Captopril（10－5M），あるいはSaralasin（10－7M）により消失した。また，〔Va15〕一および

〔Ile5〕一angiotensin皿の効果はCaptoprilでは影響を受けなかったが，　Saralasinにより消

失した。
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　〈考察〉

　抗オピオイド作用に関して，angiotensinのlle5型とVa15型に差がないことが確かめられた。

しかし，ahgiotensin　Iはそれ自体では不活性であり，　GPIに存在するangiotensin　conver－

ting　enzymeによりすみやかにangiotensin皿に転換されてから抗オピオイド作用を示し，

また，angiotensin皿はangiotensin狂レセプターを介して，その効果を発現するものと推定

される。すなわち，抗オピオイド作用の本体はangiotensin亜であると考えられる。

2－3　angiotensin皿の作用機序

　以上の知見から，GPIにおけるangiotensinの抗オピオイド作用は，　angiotensin皿が，オ

ピオイドレセプターではなく，angiotensin皿レセプターに結合することに起因すると推論さ

れた。そこで次に，angiotensin皿がそのレセプター結合以降，どのような機序によりオピオ

イドに相反する作用を示すのかが問題となった。しかし，これまでの実験ではGPIにおいて電場

刺激により誘発される攣縮に対する作用にのみ着目してきたが，機序を検討する目的で使用する各

種薬物は，そのほとんどが攣縮発生を阻害するために，これまでのような方法でangiotensin

皿の作用機序を検討することは無理であった。そこで，従来よりangiotensin且は高濃度で

GPIを収縮させることが知られていた（KhairallahとPage，1961）ので，このangiotensin

皿のGPI収縮作用に着目して，抗オピオイド作用の機序を検討した。

　〈実験方法〉

　電場刺激を与えないGPIを用い，その他の条件はすべてこれまでと同様にした。また，先の

　　　　　　ら　　　　　　　ら結果からVal型とIle型のangiotensinに効力差がないことが明らかであったので，以下の

実験には〔Il♂〕一angiotensin皿を用いた。

　〈実験結果〉

　　　　　　　　　　　　　　　　　まず，後の実験に用いる〔Ile〕一angiotensin狂の規準的濃度を決めるために，収縮高の

用量依存性を検討し，他の数種のGPI収縮性神経ペプチドとも比較した（図14）。〔Ile5〕一

　　　　　　　　　　　アangiotensin　Hは，10　Mを最大として用量依存的に，　substance　Pと同程度の強いGPI収

縮活性を示した。しかし，10－8M以上の濃度においては，洗浄と15分間の回復の後に繰り返し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　投与した場合，収縮高が漸次，著明に減少するtachyphylaxisが認められた。ことに10　M

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アでは，1回投与によってもすみやかにdesensitizationを生じ，収縮高は10　M以下であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　従って，以下の実験には再現性の良い収縮高が得られた上限の濃度，2×10　Mを適用した。

　そこで次に，〔rle5〕一angiotensin亜，2×10㎜9Mの収縮に及ぼす，各種薬物の前処理の影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一・5を検討した。その結果，図15に示したように，normorphine（10　M）あるい｝まatropine（10
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表5．　［11e5］一angiotensin皿の収縮に及ぼす各種薬物の

　　前処置の影響

pretreatment dose［M］ effect

　physostigmine

　　atropine

　hexamethonium

　methysergide

diphenhydramine

［D－Pro2，　D一’「rp7，9］一

substance　P

　tetrodotoxin

　10－7

10－8～10－5

　10－5

　10－5

　10－6

10’6

10’8

↑
号
ゆ

↓
↓

↓
寺

令　＝　potentiation．　ゆ　＝　no　effect・　「レ　＝　　inhibition・

M）の前処置は，〔Ile5｝angiotensin皿による収縮を完全に消失させた1また，表5に示し

たように，physostigmine（10－7M）により増強が観察され，より低濃度のatropine（10－8M）

～10－5 l）やtetrodotoxin（10　8M）では抑制が認められた。しかし，　hexamethonium（10－5

M），methysergide（10－5M），diphenhydramine（10－6M），あるいはsubstance　P　an一

・・g・ni・・である〔D－P・・2，　D－T・p7’9〕一sub・…ce　P¢・anderら，・98・）（・・一6M）をまそれ

ぞ剛無影響であった。

　〈考　察〉

　これら〔Ile5〕一angiotensin皿の収縮に対する各種薬物の影響の結果から，GPIにおける

angiotensin猛の作用機序について，次のように考えられる。

　（1）従来，オピオイドはGPIにおいてACh遊離を抑制すると言われている（Paton，1957）・

　　またatropineはAChのムスカリン様レセプターにおける競合的拮抗薬である・従って・

　　nor皿orphineとatropineによりangiotensin皿の収縮が完全に消失したことか．ら・こ

　　の収縮はAChを遊離させること｝ζ起因すると推論される。　physostigmineにより収縮が

　　増強されたことも，強くこれを支持する．ものである。’

　（2）Hexamethoniumは無影響であった。すなわち，　angiotensin皿が前シナプス細胞体

　　に存在するニコチン様レセプターに対して直接作用し，AChを遊離させる可能性は否定

　　される。
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　（3）Methysergide，　diphenhydramine，あるいはsubstance　P　antagonistが無影響であ

　　つたことから，それぞれ，セロトニン，ヒスタミン，あるいはsubstance　Pのような他

　　の強力な内因性腸管収縮物質は，angiotensin皿のACh遊離に介在しないと考えられる。

　（4）低濃度のtetrodotoxinによって，神経細胞における興奮の伝導を阻害した場合にも収

　　縮が抑制したことから，angiotensin皿の作用点，すなわちangiotensin璽レセプター

　　は，主としてACh含有ニューロンの細胞体側に存在すると推定される。

　以上で得られたGPIた関する知見を総合すると，　angiotensin狂の抗オピオイド作用の機

序は，図16に示したようなangiotensin皿とオピオイドの相対関係として解釈される。すな

わち，GPIに存在するACh含有ニューロンに対して，オヒ．オイドは神経終末に存在すると言

われているオヒQオイドレセプターを介してACh遊離を抑制するが，　angiotensin皿は，主と

して細胞体側に存在するangiotensin皿レセプターを介してACh遊離を促進していると考え

られる。

guinea－pig　ileum

ACh－containing　neuron＼

opioid　receptor
　　　　　　　＼

　　　opioids

　　　　angiotensin　ll

　　　　angiOtenSin甜reCeptOr

　　　　anglotensin閣

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ACh
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l／musca「inic　ACh「ecept・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　　　contraction

　　　　　　　図16．GPIにおけるangiotensin且とオピオイドの相互作用に
　　　　　　　　　　関する模式図

　　　　　　　　　　＋は遊離促進，．　一は遊離抑制を示す。

　このようにして，angiotensin皿はGPIにおいてオピオイドに相反する作用を有する，生理

的な拮抗物質であると推定される。また，先に述べたように（p．29）angiotensin　Iの作用は，

angiotensin皿に転換されてから発現するものと考えられる。
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第3章マウスおよびウサギ摘出輸精管に
　　　　　おける抗オピオイド作用

　オピオイドの摘出末梢組織標本を用いた効力検定法として，GPIの他にしばしば用いられ

るものに，マウス摘出輸精管標本とウサギ摘出輸精管標本がある。従来より，オピオイドレセ

フ。 ^ーのサブタイプのうち，マウス輸精管には，mu，　delta，　kapPaレセプターが（Lordら，

1977），ウサギ輸精管にはkappaレセプターのみが（Okaら，1981）存在すると言われておゴ

り，また，GPIがACh遊離を介した収縮系であるのに対し，これらはともにnoradrenaline

遊離を介した収縮系であることが知られている。

　そこで著者は，これらの摘出輸精管標本におけるangiotensin皿の抗オピオイド作用につ

いても，若干の検討を加えた。

　〈実験方法〉

　マウス摘出輸精管標本の作成は，Hendersonら（1972）の方法に，また，ウサギ摘出輸精管

標本の作成はOkaら（1981）の方法に従った。装置，記録等はGPIの場合（P．5）と同様に

したが，栄養液としてはMg　2＋イオンを除いたKrebs液を用い，刺激のdurationを1．0－2．O

msecに変更した。対照となるオピオイドとしては，標本のオピオイドレセプターのサブタイ

プを考慮し，マウスの場合はLeu－enkephalin，ウサギの場合はdynorphin（1－13）を用い

た。また　angiotensinには〔lle5〕一angiotensin皿を用いた。

　〈実験結果〉

　〔11e5〕一angi・tensin皿｝ま，マウス摘出輸精管標本において10｝8MでLeu－enkephalin，

2×10一8 lによる攣縮抑制を回復させた（図17a）。また，ウサギ摘出輸精管標本においては

10－7lの投与により，dynorphin（1－13），！0－6Mによる攣縮抑制を回復させた（図17・b）。

しかしながら，それぞれにおいて，これらの量の〔Ile5〕一angiotensin　Hを単独に投与した

場合でも，約20％の攣縮増強が観察された。また，これらの抗オピオイド作用は，Saralasin，

　　　10　Mの前処置により消失した。

　〈考　察〉

　マウスおよびウサギ摘出輸精管標本におい’ても，angiotensin皿はangiotensin皿レセプ

ターを介する抗オピオイド作用を示した。しかし，その効力はGPIとくらべるとかなり弱く，

これらの組織においてはangiotensin皿　レセプターがあまり存在しないと考えられる。

一33一



a

　△
　LE
2xlO－8M

wash

輻欄　1　　il　1 ．・・1「

V撒

　LE　　AGT　l1

2x10帽8M　10－8M

029

5min

b

　口
DYN13
10昌6M

wash

　□

DYN13

10－6M

　●

AGT　l1

10．7M

0．59

5mln

図17．a・マウス摘出輸精管
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DYN13：dynorphin（1－13）
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第 4章 マウス脳室内投与によるmorphine
鎮痛減弱作用

以上,摘出組織標本に対するangiotensinの抗オピオイ ド作用について述べてきたが,それ

らの作用は,生体内では angiotensinの末梢臓器における抗オピオイド作用と見なされたもの

であった｡しかし,脳組織から新たに抗オピオイ ド物質としてangiotensin を単離 した本研

究の意義からすれば,果たしてangiotensinが中枢神経系においても抗オピオイ ド作用を有

するかが最も興味あるところである｡

そこで,オピオイ ドの代表薬である,morphineの鎮痛効果に対して,angiotensin丑がど

のように影響を及ぼすかをマウス脳室内投与法により検討した｡その際の鎮痛検定法としては,

機械的刺激によるtai1-pinch法と,熱刺激によるhotplate法を併用した.

<実験方法>

以下の実験には,すべて15-20gの雄性 dd-Kマウスを使用した｡薬物は生理食塩水に溶

解させ,10/Jeの一定容量をHaleyとMcCormick(1957)の方法に従い,マウス脳室内に注

入した｡用いた薬物はmorphine･HClと〔Ile5十angiotensinIであり,これらを組み合わ

せて投与する場合には,予め混合 して溶解させ,同時に注入した｡また,注入した薬液の分布

を知る目的で,別の動物にthionine色素水溶液を同液量注入した｡

Tai1-pinch法 (Takagiら,1966)をも マウス尾根部に200g-定圧の動脈クレンメを適用

したとき観察される,クレンメ-のかみつき反応を指標とした｡マウスは予め2秒以内にかみ

つき反応を起こしたものを選択し,薬物投与後は,5, 10, 15, 30, 45, 60および90分

の各測定時において,6秒以内にかみつき反応を起こさないものを鎮痛効果ありと判定した0

得られた結果は,全動物数に占める鎮痛効果を示した動物数の割合を%analgesiaで表わした｡

Hotplate法は,マウスを52±loCに保った熱板上に置いたとき観察される,後肢-の

licking(足底を砥める行動 )あるいはjumpingを指標とした｡マウスは予め40秒以内にこ

れらの行動を起こしたものを選択し,薬物投与後は, 15, 30, 45, 60,および 90分の各測

定時において,これらの行動を起こすまでの潜時 (最大60秒まで)を測定した｡得られた結

果は,次式によりanalgesicindexとして表わした｡

analgesicindex〔%〕-(Tl-T｡)/(60-T｡)×100

Tl:薬物投与後の各測定時における潜時〔秒〕

T｡:薬物投与30分前と15分前における潜時の平均〔秒〕

1 3 5 -



　また，これらの鎮痛検定を行う際，各測定時において，マウスにmorphineを投与した場

合，特異的に観察される挙尾反応を記録した。挙尾反応はマウスの尾先端部の水平面に対する

角度で判定し，oo～45。を0，450～900を1，、900以上を2として数え，得られた結果は，

すべての動物が各測定時に示した値の和から，1匹の動物当たりの平均値を求めて，Straub’s－

tail　scoreとして表わした。

　〈実験結果＞

　Thionine色素水溶液の注入5分後に，動物を断頭して脳を摘出し，色素沈着の分布を観察

した。色素沈着は，側脳室に高濃度に認められ，次いで視索周囲の脳底部，脳幹底面，第三脳

室，中脳水道周囲，第四脳室の順であった。

　Tail－pinch法において，　morphineは予めピーク時に約3分の2の動物に対して鎮痛効果

を発現する用量，2．5nmolに設定した。図18には，このmorphine　2．5nmolに対して，そ

の250分の1に相当する用量の〔Ile5〕一angiotensin皿10pmolを同時投与した結果を示し

た。Morphineの鎮痛効果は，このようにきわめて低用量の〔Ile5〕一angiotensin狂の併用

により，投与後5分から90分までの全般にわたって減弱された。また，同時に測定したStraub’s一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らtail　score（5測定点）は，　morphine単独の場合2．53，〔IIe〕一angiotensin皿を併用し

た場合250と変化は認められなかった。なお，その他の異常行動も観察されなかった。
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図18．マウスtail－pinch法による，脳室内投与された［Ile5］一angiotensin　H

　　　のmorphine鎮痛減弱作用、

　　　　　　　　　　　　　有意性検定はZ－testにより行った。
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　図19には，同用量のmorphineと〔11e5〕一angiotensin皿を用いて，〔Ile5〕一angioten－

sin皿の併用がmorphine鎮痛に及ぼす影響をhot　plate法により検討した結果を示した。

Hot　plate． @においても，〔Ile5〕一angiotensin皿は投与後15，30，45分の各測定時で，

有意にmorphineの鎮痛効果を減弱させた。しかし，その差はtail－pincn法の場合ほど顕著

ではなかった。また，同時に測定したStraub7s－tail　score（3測定点）は，　morphine単独の

場合1．05，〔Ile5〕一angiotensin皿を併用した場合1．00とやはり変化は認められなかった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら図19．マウスhot　plate法による，脳室内投与された［Ile］一

　　　angiotensin　Hのmorphine鎮痛減弱作用

　有意性検定はunpaired　t－testにより行った。

　次に，これらの鎮痛検定法のうちで，〔lle5｝angiotensin丑の．morphine鎮痛減弱作用

がより顕著に認められたtail－pinch法を用いて，〔Ile5〕一angiotensin皿の作用の用量依

存性を検討した。　図20に示したように，〔Ile5〕一allgiotensin皿は0．1pmolから10pmol

までの範囲で，用量依存的にmorphineの鎮痛効果を減弱させた。また，この作用は約50％

の抑制が観察された10pmolで最大になり，それ以上の50　pmolでは頭打ち現象を示した。

また，tail，pinch法において，これらの用量の〔Ile5〕一angiotensin皿を単独で投与しても，行

動上の異常や鎮痛作用は認められなかった。．

　さらに，〔Ile5〕一angiotensin皿を単独投与した場合の鎮痛検定法に及ぼす影響については，

hot　plate法を用いて詳細に検討した。表6に示すように，〔Ile5〕一angiotensin皿は0．1pmol

から100pmolまでの範囲で単独投与しても，後肢lickingあるいはjumping潜時に，生理
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図20．マウスtai1－pinch法による，［lle5］一angiotensin∬のmorphine

　　　鎮痛減弱作用の用量依存性

　縦軸は，各用量で得られた鎮痛効果を投与後90分まで経時的にフ．ロ．ット

したグラフ（図18参照）から，その曲線下の面積を求め，morphine単独の

場合に対する％で表わした。

表6．マウス脳室内に［Ile5］一angiotensin皿を単独投与した時の，

　　　hot　plate法における後肢lickingあるいはjumping潜時

　　　（mean±SEM秒）
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食塩水投与群との間の有意な差は認められなかった。

　〈考　察〉

　マウス脳室内に投与された〔Ile5〕一angiotensin皿は，　tail－pinch法とhot　plate法のい

ずれにおいても，同時投与されたmorphineの鎮痛効果を減弱させることが明らかになった。

しかし，すでに第2編，第1章で述べたように，angiotensin皿はオピオイドのレセプター結

合には影響しないことから，この作用は生理学的な拮抗現象であると解釈される。

　また，このang重otensin皿によるmorphine鎮痛減弱作用には，次のようないくつかの特

徴が認められた。

　（1）Angiotensin皿はmorphineによる挙尾反応に対しては減弱反応を示さない。従来，

　　morphineによる挙尾反応はマウスに特異的であり，おそらく脊髄興奮作用によるもので

　　あると言われている。Angiotensin狂は，このようなmorphineの興奮性の作用には影

　　心しないと考えられる。

　（2）Tail－pinch法とhot　plate法では，　morphine鎮痛減弱作用の強度に差が認められる。

　　すなわち，用いる愈愈刺激め種類，あるいは鎮痛検定の方法によっては，その作用を検出

　　しゃすいものと，し難いものがあるように思われる。

　（3）Angiotensin丑が示したmorphine鎮痛減弱作用は，特にtail－pinch法において長

　　い持続を示した。一般に脳内におけるペプチド分解酵素の活性は高く，例えばGPIにお

　　いてmorphineとほぼ同効力であるMet－enkephalinは，脳内投与してもきわめて弱く，

　　かつ持続時間の短かい鎮痛効果しか示さない（Amanoら，1984）。またMet－enkephalin

　　の分解酵素であり，その失活の主要因であるaminopeptidaseは，　angiotensin且の分解

　　酵素でもある。つまり，脳内投与されたangiotensin皿は，すみやかに分解されると考え

　　られる。しかし，ごく最近Simonnetら（1984）は，脳内においてangiolensiqが分子

　　量約1万のキャリアータンパク様物質に結合することを見い出している。従って，脳内投

　　与されたangiotensin皿は酵素分解に対して何らかの保護を受けている可能性が考えられ

　　る。

　（4）Morphine鎮痛減弱作用は，10pmolというきわめて低用量のangiotensin皿で認めら

　　れたが，用量を増やしてもmorphineの効果を完全に消失させるまでには至らなかった。

　　先に，angiotensin皿のmorphine鎮痛減弱作用は生理学的な拮抗現象であろうと述べた

　　が，もし，その機序が何らかの神経系における相反的な作用（例えば，GPIにおけるACh

　　系のように）に基づくとすれば，angiotensin皿とmorphineの相互作用は，　morphine

　　の複数の作用点（佐藤，1981）のうちの一部で起こっていると考えられる。
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（5）Angiotensin皿は，単独投与で鎮痛や痛覚過敏あるいは行動上の異常を起こさなかっ

　た。すなわち，これまでにangiotensin皿を中枢性に投与した場合の薬理作用としては，

①飲水行動の誘起，②中枢性の血圧上昇，③vasopressinの遊i離一などが知られている

　（Gantenら，1984）が，　morphine鎮痛減弱作用が，これらの二次的な影響に起因する

　ものではないことが示された。また特に，痛覚過敏が認められなかったことから，angio－

　tensin皿のmorphine鎮痛減弱作用が，単なる痛覚過敏とmorphine単独の鎮痛効果の和

　として起こるのではなく，脳内オピオイドレセプターにmorphineが作用した時にのみ

　起こる現象であることが示唆される。

　以上のように，angiotensin皿は中枢神経系においても抗オピオイド物質として働くことが

示唆された。しかし，その作用機序については今後の解明を待たねばならない。
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第　2　編　の　考察

　Angiotensin皿の抗オピオイド作用は，オピオイドレセプターを介さない生理学的な拮抗現

象であることが示された。しかしながら，その効果はGPIにおいても，マウス鎮痛検定法にお

いても，きわめて微量で発現する点で，生理的条件下でもangiotensin系はオピオイド系と

密接に関わり，オピオイドの作用を調節している可能性が考えられる。

　Angiotensin系とオピオイド系の関連は，例えばその生合成，分解に関与する酵素の一部が

共通している点でも興味深い。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　図21に示すように，angiotensin　converting　enzymeはenkephalin分子のGly－Phe

結合を切断するenkephalinase活性を有していることが知られている（GoldsteinとSnyder，

1979）。また，aminopeptidaseはangiotensin皿からAsp1を離脱させangiotensin皿にす

る酵素であるが，一方，すべての内在性オピオイドペプチドに共通する活性発現部位である

Tyr1－Gly2結合を切断し，不活性化に寄与する酵素でもある。これらの酵素については，すで

に脳内に存在することが明らかにされており，（Meekら，1977；YangとNeef，1972），

またGPIに存在することも示唆されている（Gearyら，1982）。さらに，最近LeeとSnyder

（1982）は，新たにangiotensin狂とenkephalinに対して高い特異性を示す分解酵素として

dipeptidyl－aminopeptidase皿（EC　3．4．14．4）の存在を’ラット脳において明らかにして

いる。

　このように，生体内において共通の酵素系が存在することは，すなわち，angiotensin系と

オピオイド系の活性が，同時にこれらの酵素によって制御されている可能性を示唆していると

考えられる。

　近年，中枢神経系におけるangiotensin系とオピオイド系の相対的な関係はSummy－Long

ら（1981，1983）によっても示唆された。彼らは，ラットにangiotensin皿を中枢投与した

時の飲水行動の誘起やvasopressin遊離が，オピオイドにより抑制されることを報告している。

また，かってElieら（1970）は，　angiotensin皿　をネコ大脳皮質局所に投与することにより，

皮質表面からのACh遊離量が増加することを報告した。一方，　Jamandasら（1974）は，ラッ

トでmorphineにより大脳皮質からのACh遊離量が減少することを見い出している。従って，

脳内においてもGPIと同様に，オピオイドはACh遊離の抑制を，　angiotensin　HはACh遊

離の促進を引き起こし，ACh遊離の制御において，　これらが相反的な関係にある可能性が考
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　angiotensin　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　angiotensin　ll

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　angiotensin　llI

　　　　　　　　　　　　　　　Asp－Ar9－Val－Tyr－Ile－His－Pro－Phe－His－Leu

　　　　　　　　　　　　　　　　　　dipeptidy1－　　　　　　angiotensin

　　　　　　　　aminopeptidase　　aminopeptidase　lll　　converting

　　　　　　　　　　　　　　　　　（EC　3．4．14．4）　　　　enzyme

　　　　　　　　　　　　　　　Tyr－Gly－Giy－Phe－Met

　　　　　　　　　　　　　　　　Met－enkephalin

　　　　　　　　　図21．AngiotensinとMet－enkephalinの転換，

　　　　　　　　　　　　分解酵素の共通性

えられる・しかし・morphineの鎮痛作用発現におけるAChの役割は・今後追究すべき課題で

ある。

　生体内，ことに脳内におけるそmgiotensin系とオピオイド系の関係は，今後，本研究によって

示されたangiotensinの抗オピオイド作用という新たな視点により，さらに前進するζとが期

待される。

　　　　　　　　　　　　　　　　小　　　　　．　括

、．〔〉。1・〕一。ngi。、。n、i。1および皿は，脳組繊ピオイド．セプター1、対する作用を示さな

　かった。（第1章）

2．これらはGPIにおいて，　naloxoneの約100倍強力な抗Met－enkephalin活性を示した。

　（第2章一1）

3．GPI｝。おいて，。ngi。，ご。，i。の、1。・型と，　V。1・型に効力差のない。と，並び晒醗現

型はangiotensin皿下あることカミ示さ郷（第2章一2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一42一



4・GPIにおいて，　angiotensin丑はangiotensin皿レセプターに作用し，　AChニューロン

からのACh遊離を促進させることにより，抗オピオイド作用を示すことが明らかになった。

　（第2章一3）

5．Angiotensin皿はマウス摘出輸精管標本，　あるいはウサギ摘出輸精管においても弱い抗

オピオイド作用を示した。（第3章）

6．マウス脳室内に投与されたangiotensin皿は，それ自体では痛覚反応性に影響を及ぼさず

に，同時投与されたmorphineの鎮痛効果を減弱させることが明らかになった。（第4章）
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士
口糸 論

　著者は，モルモット摘出回腸縦走筋標本における抗Met－enkephalin活性を指標にして，ウ

シ100頭分の脳組織から全10段階の精製を行い，その中に微量含まれていた2つの内在性抗

オピオイド物質を単離した。そして各種の同定操作を用いて，これらがangiotensin　Iおよ

び皿であることを解明した。

　また，これらはオピオイドレセプターには作用しないが，オピオイドレセプターを有する各

種摘出末梢組織標本において抗オピオイド作用を示すこと，特に，モルモット摘出回腸縦走筋走

本においてはACh遊離を介する強力な抗オピオイド作用を示すことを明らかにした。さらに，

angiotensin皿はマウス脳室内投与により，きわめて微量でmorphine鎮痛を減弱させるこ

とを明らかにした．

　以上の知見より，新たに脳組織より内在性抗オピオイド物質として単離されたangiotensin

は，生体内において，痛覚制御などのオピオイドの作用を調節する新しい因子として評価でき

るとの推論に達した。
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