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麻薬依存形成・禁断症状発現のメカニズムおよび

その制御に関する行動および分子薬理学的研究
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緒　言

　モルヒネはケシ由来のアルカロイドで、鎮痛薬として古くから用いられており、

現在でもなお優れた鎮痛薬として世界保険機構により特に癌末期患者の除痛のため

の使用が推奨されている。しかしながら、モルヒネは呼吸抑制、消化管運動抑制、

吐き気などの副作用を持ち、さらに、その連続的使用により容易に身体的および精

神的依存を生じる、いわゆる強い「麻薬」性を有し、そのことは臨床における適用

を制限するだけでなく、薬物濫用に伴う種々の社会問題の原因ともなっている。そ

のような麻薬性鎮痛薬による依存形成・禁断症状発現のメカニズムを解明し、制御

することは、依存を生ぜずに強い鎮痛効果を有する新規な鎮痛薬、あるいは禁断症

状に対する有効な治療薬の創製つながる重要な基礎的知見となり得る。

　現在、臨床において麻薬依存患者の治療には、methadoneやbuprenolphineなどの

オピオイド類、あるいはclonidine（α2アドレナリン受容体アゴニスト）といった薬

物が用いられており、その作用機序に関して研究がなされている。一方、麻薬依存，

形成・禁断症状発現のメカニズムに関しても、これまでに数多くの研究がなされて

きたが、未だ不明な点が多く残されている。1970年代半ばに、神経細胞様の性質を

有する株化培養i細胞（NG108－15細胞、　SH－SY5Y細胞など）において、モルヒネを

はじめとする各種オピオイドアゴニストはセカンドメッセンジャーである細胞内

cAMP生成を抑制するが、その持続的な適用によりcAMP生成抑制作用が減弱し、さ

らにアゴニスト退薬時にはcAMP産生系が過剰に活性化され、いわゆる’lcAMP　over－

shootll現象が起こることが報告された。後に、青斑核などの脳部位においても同様

の現象が起こることが確認され、このアデニル酸シクラ・一ゼ（AC）系の代償的な過

感受性が、麻薬依存形成・禁断症状発現に関与している可能性が指摘されている。

本研究において著者は、Gi蛋白質と共役しACを抑制することが知られているプロ

スタグランジンE2受容体EP3サブタイプの選択的アゴニストの脳室内投与により、

モルヒネ禁断症状が抑制されることを見いだし、その抑制機構の一部にノルアドレ

ナリン神経の起始核である青斑核におけるモルヒネ退薬時の神経興奮の抑制が関与

していることを明らかにした。さらに麻薬依存形成・禁断症状発現のメカニズムを

分子レベルで明らかにするために、アゴニスト持続的処置によるAC系の過感受性

形成のメカニズムについて、クローン化オピオイド受容体発現細胞を用いた検討を

行った。その結果、μ、δ、κオピオイド受容体いずれのタイプを発現させたCHO

細胞においても、アゴニス♪持続的処置によりAC系の過感受性は、比較的短時間

（数分～数時間〉のうちに形成された。また、その形成には新たな蛋白質の合成は

関与せず、細胞内情報伝達系の機能的な変化が関与していることが示された。し

かしながら、各種プロテインキナーゼ阻害薬によっても、その形成に影響は見られ

ず、また、過感受性形成時にGTPase活性の変化は見られなかった。さらに・オビ
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オイド受容体と各種キメラαi2／αqを共発現させたCHO細胞を用いた検討を行った

結果、過感受性の形成にはαi2のACとの連関に関与する領域（Met244－Asn331）の

存在と機能保持が必要であ為が、AC以降の細胞内情報伝達系の機能的変化の関与

は少ないことを示した。また、AC系の過感受性は百日咳毒素非感受性α。を介して

も形成されることを明らかにした。

　これらの研究成果について、以下二章に分けて論述する。

なお本文中あるいは表中で使用した略号は以下のとおりである。

AC＝

ATP：

cA：MP：

cDNA＝

CHO；

DPDPE＝

DTT：

EDTA＝

H：EPES：

IBMX：：

LC：

M＆B28，767：

mRNA：

norBNI：

PBS：

PTX：

RNase　A：

RT－PCR：

SDS：

SSC＝

TCA：

TH：

tR：NA：

U69593：

UTP：

adenylyl　cyclase

adenosine　5’一triphosphate

cyclic　adenosine　monophosphate

complementary　DNA

Chillese　halnster　ovary

Tyr－D－Pen－Gly－D－Pen－OH

（iit｝1iOt】ユreitOI

ethylenediaIninetetraacetic　acid

4一（2－hydroxyethyl）一1－piperazineethanesulfbl亘。　acid

3－isobuty1－1－methylxanthine

locus　coeruleus

（±）一15α一Hydroxy－9－oxo－16－phenoxy－17，18，19，20－tetranorprosレ13－trans－

enoic　acid

messenger　RNA
norbinaltorphiInine

pho　sphate　bufifbred　saline

pertussls　tox111

ribonuclease　A

reversed　tra皿scriphon－poly【nerase　chain　reaction

sodium　lauryl　sulfate

s曲ne－sodi㎜ci仕ate

trichloroacetic　acid

tyrosine　hydroxylaase

tran8fbr　RNA

（＋）一（5α，7α，8巨）一1Wmethyl－1V｛7一（1－pyrrolidinyl）一1－oxasp辻。一（4，5）dec－

8－yl］benzeneacetamide

皿ddine－5’一tdphosphate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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プロスタグランジンE2受容体 EP3サブタイプ選択的

アゴニス トの脳室内投与による

ナロキソン誘発モルヒネ禁断症状抑制作用

モルヒネなどの麻薬性鎮痛薬は有用な鎮痛薬 として臨床で用いられているが､高

度の身体的 ･精神的依存を形成することが問題となっている｡ しかしながら､麻薬

性鎮痛薬による依存形成あるいは禁断症状発現のメカニズムの詳細については､未

だ明らかにされていない.一方､麻薬依存患者の治療には､methadone､buprenorphine

あるいはcloni血1eといったような薬物が用いられてお り [l]､その作用機序に関し

て多 くの研究がなされている｡麻薬性鎮痛薬はオピオイド受容体を介してその薬理

作用を発揮するが､麻薬依存形成 ･禁断症状発現には､オピオイド受容体だけでな

く他の種々の神経伝達物質あるいは神経修飾物質の受容体を介 した神経情報伝達の

変化が関与 していると考えられる｡例えば､α2アドレナリン受容体アゴニス トであ

るクロニジンは､主として､モルヒネ退葉時に見られる青斑核を中心とするノルア

ドレナリン神経の興奮を抑制することにより､様々な禁断症状を抑制するものと考

えられている [2-4]｡ さらに､最近では､興奮性アミノ酸 [5､6L substanceP[7一

札 neuropeptideFF[10]､cannabinoid[11]､あるいはサイ トカイン [12､13]と

いった神経伝達物質あるいは神経修飾物質の関与も指摘されている｡近年､モルヒ

ネ依存マウスにおいて､サイトカインの一種であるinterleukin-1βを脳室内に投与す

ることによりモルヒネ禁断症状が抑制されること [14]､またこの抑制作用は､シ

クロオキシゲナーゼ阻害薬であるサリチル酸を前処置してお くことにより減屈 した

ことから､その抑制機構の一部には脳内プロスタノイ ド合成系が関与 していること

が報告された｡そこで本研究では､このプロスタノイド類に着日した検討を行った｡

シクロオキシゲナーゼ系により産生される主要なプロスタノイドは､プロスタグラ

ンジン(PG)E2､PGD2､PGF2cL､プロスタサイクリン(PGI2)､トロンボキサン(TXA2)

であり､それぞれに対応する受容体としてEP､DP､FP､P､TPがあり､さらにEP

には4つのサブタイプが存在 し､EPl､EP2､EP3､EP4と呼ばれている [15､16]｡著

者は､まず､これらのうちのいくつかのプロスタノイド受容体に対するアゴニス ト

を脳室内に授与 し､ナロキソン誘発モルヒネ禁断症状に村する影響を行動薬理学的

に検討 した｡

一方､最初期遺伝子の一つであるC-fosはjunとヘテロダイマーを形成し､種々の

遺伝子の発現を調節することが知られてお り､また､C一あぶmRNAおよびその蛋白質

の発現が神経興奮により短時間のうちに一過性に増加することから､従来より､そ

の発現誘導は中枢神経系における神経興奮のマーカーとして用いられてきた [17､
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18]O近年では､モルヒネ禁断時においてもラット脳内においてC-fosmRNAおよび

蛋白質の発現が誘導されることが報告されている [19-21]｡本研究では､行動薬理

学的検討により､モルヒネ禁断症状に対 して抑制作用を有することが示されたEP3

アゴニス トによる禁断症状抑制機構を明らかにするために､モルヒネ退薬時に誘発

される神経興奮が､EP3アゴニス トにより抑制される脳部位をC-fosmRNAの発現を

指標 として検討 した｡さらに､脳内の広範な領域にノルア ドレナリン神経線維を投

射 し､身体的依存形成や禁断症状発現に深 く関与 していることが報告されている青

斑核 [22-25]に関しては､C-fosmRNA発現の定量的解析を行うとともに､FLオピ

オイド受容体mRNAあるいはEP3受容体mRNAとカテコールアミン含有神経のマー

カーであるチロシン水酸化酵素mRNAとの共存をダブルiIHL-tuハイブリダイゼー

ション法により検討 した｡

実験方法

モルヒネ依存マウスを用いた検討

(1) 使用動物

実験には､体重20-25gのddY系雄性マウス (4過齢)を使用した｡10-20匹

を1つのケージに入れ､12時間毎の明暗周期 (明期8:00-20:00)下に飼育 し､自

由に水及び餌を摂取させた｡

(2) マウス用モルヒネペレットおよび薬物の調製

Molecularsieve4A1/8(ナカライテスク株式会社､京都)および塩酸モルヒネ (読

田薬品工業株式会社､大阪)より､HuiとRobeTtS[26]の方法に従って､塩酸モル

ヒネ 11.5±0.3mgを含有する徐放性のモルヒネペレットを作製 した｡塩酸ナロキ

ソン(SigmaChemicalCo.,St.Louis,U.S.A.)は生理的食塩水で溶解 したDM&B28,767

(Rhone-PoulencRorerLtd,Dagenham,U.K.)､butaprost(BayerLtd,Slough,U.K.)､

sulprostone(Sche血gAG.,Berlin,Gemany)およびpGF2α(フナコシ株式会社､東

京)はエタノールに溶解 し､-20℃で保存 した｡使用時､エタノールを窒素ガスで

揮発させ､pBSで溶解 したolloprost(ScheringAG､0.1mg/ml水溶液で供与された)

はpBSで希釈 した｡

(3)モルヒネ依存マウスの作製および禁断症状の誘発

まず､最初にtailpinch法における侵害刺激間借を指標にマウスを選択 した｡す

なわち､動脈クレンメ (圧力約 500g)で虻門粘膜を含む尾根部をはさみ､2秒以

内にかみつき行動を示すマウスのみを以後の実験に使用した｡マウス用モルヒネペ

レットを1日目に1個､準背部皮下に埋め込み､3E]削 こ実験に用いた｡再びtailpinch

法により､モルヒネペレットが埋め込まれているにも拘わらず､2秒以内にかみつ
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き行動を示すモルヒネ耐性を獲得したマウスのみを選択し、以後の実験に用いた。

マウスをプラスチックシリンダー（直径25cm、高さ30　cm）に入れ、30分間環境

に慣らした後、ペレットを無麻酔下で除去し、vehicle（PBS）あるいは各薬物を、

Uedaらによって考案された大槽内投与法により［27ユ、5μ1の容量で投与した。大

槽内投与30分後に、ナロキソン（10mg／kg）を腹腔内に投与し、ナロキソンによ

り誘発される典型的な禁断症状の一つである跳躍行動の回数を40分間計数した。

モルヒネ依存ラットを用いた検討

（4）　使用動物

　実験には、体重200－250gのSprague－Dawley系ラット（6－7週齢）を使用した。

入荷後、少なくとも1日は飼育室内で飼育後、側脳室内投与に用いるガイドカニュー

レの埋め込み手術を行った。手術後は、1匹ずつケージに隔離して飼育した。

（5）ガイドカニューレの埋め込み手術

　ガイドカニューーレは外径0。7mmのステンレス製パイプを用いた。ラットをベン

トバルビタール（50mg／kg）麻酔下、脳定位固定装置に固定し、頭皮を正中線に

沿って切開した。骨膜を除去した後、瞬間接着剤で頭蓋骨表面をコートした。脳

室内投与用ガイドカニューレはbregmaから尾側へ0。8　mm、外側へ15mmの位置

にドリルで穴を開けて挿入し、先端が頭蓋骸面から2㎜のところで留置した。

ガイドカニューレを頭蓋骨に歯科用セメントで固定した後、頭声を縫合した。動

物は少なくとも4－5日間の回復期間の後、手術による傷が十分回復したことを確

認してから実験に用いた。脳部位の座標は、Paxinoss，　G．とWatson，　C．の脳図譜［29］

に準拠した。

（6）モルヒネ依存形成と禁断症状誘発

　モルヒネペレットはGibsonとTingstadの方法［28］に従って作製したモルヒネ

75mgを含有する徐放性のペレットを用いた。モルヒネペレットを頚背部皮下に、

1日目に1個、2日目にさらに1個、合計2個を埋め込み、5日目に実験に用いた。

ラットを観察用のプラスチックシリンダー（直径30cm、高さ50　cm）に入れ、30

分間環境に慣らした。薬物あるいはvehicle（PBS）の投与は注射用カニューレを

ガイドカニューレに装着して行った。注射用カニューレはガイドカニューレに装

着した際、先端が頭蓋骨表面から頭蓋内に51nmの位置の側脳室内に達するように

作製した。側脳室内投与はマイクロインジェクションポンプを用いて流速10圓min

の速度で5μ1を投与した。側脳室内投与30分後に、ナロキソン（3mg！kg）の腹腔

内投与により誘発される15項目（体重減少、rea血g、　s宜etching、　wet　dog　shake、　paw

sh証ke、　head　shake、　teeth　chatter㎞g、跳躍行動、後ずさり、射精、下痢、流記、眼瞼

下垂、涙液分泌、鼻漏）の禁断症状を1時間、観察・計数した。対照群にはモルヒ
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ネを含有しないプラセポペレットを埋め込み、生理的食塩水を腹腔内投与した動

物を用いた。

（7）：Northem　blotting法

　v－fb5　cDNA（宝酒造株式会社、東京）をpBluescnpt　II　SK（一）（S症atagene，：La　Jolla，

U．S．A．）にi組み込んだ後、制限酵素．Bam　H　Iで切断し、［α一32P〕UTP（15　TBq／mmol・

Amersham，　Buckinghamshire，　U．K）存在下、　T3　R：NA　polymerase（Promega，　Medis。n，

U．S．A）により32P標識アンチセンスv．fb5　RNAプローブを作製した。ナロキソンあ

るいは生理的食塩水の腹腔内投与より1時間後にラットを断頭し、全脳を摘出し、

大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳、橋・延髄および小脳を切り出

した。Isogen（日本ジーン、東京）を用いて各脳部位より抽出したtotal　RNA　15μ9

を12％アガロースホルマリン変性ゲルで電気泳動し、ナイロンメンブラン（Bio－

dyne，　Pall，　G三en　Cove，　US．A．）に転写した後、＄0℃で2時間処置することにより固定

した。メンブランを以下のハイブリダイゼーションバッファーにより、68℃で2時

間、プレハイブリダイゼーションを行った。プレハイブリダイゼーションバッ

ファーを除去し、32P標識R：NAプローブを加えたハイブリダイゼーションバッ

ファーで、68℃で16時間ハイブリダイズさせた。洗浄操作は68℃の2×SSC／0．1％

SDSで4回洗浄し、　R：Nase　A処理（50戸9／ml、37℃、10分）し、さらに68℃の0」x

SSC／0．1％SDSで2回洗浄した。乾燥後、フィルムオートラジオグラフィーにより

可視化した。

ハイブリダイゼーションバッファーの組成を以下に示す。

Formamide

SSC
Sodium　phosphate

Denhardtls　solution

SDS
yeast　tRNA

S田mon　Sperm　DNA

1×SSCの組成を以下に示す。

NaCl

Sodium　citrate

50％
5×

50mM
5×
0．4％

0，1mg／ml

O．25nlg／m1

150mM
15mM

（8）血3f匹田イブリダイゼーション組織化学

　プローブは、noτthem　blotting法と同じ鋳型D：NAを用いて、35S－UTP（30　TBq／

mmol，　Amersham）存在下、ヨ5S標識v一∫b3アンチセンスRNAプローブを合成し、さら

に、平均鎖長約250塩基にアルカリ水解して用いた。ナロキソンあるいは生理的
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食塩水の腹腔内投与より1時間後、ラットを無麻酔下断頭し、全脳を速やかに取り

出し、粉末ドライアイスで急速に凍結させた。一80℃の冷凍庫で保存後、クリオス

タットを用いて厚さ16μmの新鮮凍結切片を作製し、ゼラチンコートを施したス

ライドグラスに張り付けた。この切片を4％formaldehyde中で15分間固定し、

Proteinase　K処理（1μ9／ml、37℃、5分）、アセチル化（0．25％、10分）、アルコー

ル系列による脱水とchloroformによる脱脂を行った。乾燥後、以下のプレハイブリ

ダイゼーションバッファーにより、55℃で1時間、プレハイブリダイゼーションを

行った。プレハイブリダイゼーション終了後、バッファー一を除去し、35S標識RNA

プローブを加えた以下のハイブリダイゼーションバッファー一により55℃で15時間

ハイブリダイズさせた。洗浄操作は10mM　DTrを含む55℃の2XSSCで4回洗浄し、

RN蹴A処理（50國ml、37℃、30分）し、さらに55℃の2xSSC／50％£o㎜amideで2

回洗浄した。アルコール系列で乾燥後、Hyper－filmβ一max（Amersham）を用いて

フィルムオーートラジオグラフィーを行った。青斑核における。－fb8　mRNA発現の定

量化は、フィルムオートラジオグラムを画像解析装置（Nexus、東京）を用いて解

析することにより行った。

Formamide

SSC

Denhardでs　solution

EDTA
DTT
yeast　tRNA

Dextran　sulfate

Salmon　Sperm　D：NA

Prehybridization　buffer

　　　50％

　　　4×

　　　5×

　　　10mM
　　　20mM
　　　O．25mg／m1

0．5mg／ml

Hybridization　buf5er

　　50％

　　4×

　　2．7×

　　10mM
　　20mM
　　O．25mg／ml

　　lO％

　　05mg／ml

（9）ダブル加5加州イブリダイゼーション組織化学

　チロシン水酸化酵素（TH）cDNAはpCR　H（lnvitogen，　San　Diego，　US．A．）に組

み込み、制限酵素Hfnd　IIIで切断してプローブ作製のための鋳型とした。11－

digoxigenin－UTP（Boehringer　Mannheim，　Mannheim，　Germany）存在下、　T7　RNA

polymeraseによりdigoxigenin標識THアンチセンスRNAプローブを合成した。μオ

ピオイド受容体cDNA、　EP3受容体cDNAはいずれもpBluescript　II　SK（一）に組み込

み、制限酵素X血oIで切断してプローブ作製のための鋳型とした。35S－UTP存在

下、T3　RNA　polymeraseにより35S標識μオピオイド受容体アンチセンスRNAプロー

ブおよび35S標識EP3受容体アンチセンスRNAプローブを合成した。無処置ラット

脳より新鮮凍結切片を作製し、加8伽ハイブリダイゼーション法と同様の前処置お

よびプレハイブリダイゼーションの後、ハイブリダイゼーションを行った。ハイ
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ブリダイゼーションには35S標識μオピオイド受容体RNAプローブとdigoxigenin標

識TH　RNAプローブを混ぜ合わせたバッファーあるいは35S標識EP3受容体RNAプ

ローブとdigoxigenin標識TH　RNAプローブを混ぜ合わせたバッファーを用いた。洗

浄操作の後、digoxigenin標識プローブの可視化を行うために以下の操作を行っ

た。1．5％の正常ヒツジ血清（DAKO，　Carpinteria，　USA）でブロッキングを行い、

甑aHne－phosphataseを結合させた抗digoxigenin抗体（Boeh血ger　Mannheim）と2時間

反応させ、洗浄の後、4－nitro　blue　tetrazoli肛m　cbloride（：Boeh丘nger　Mannheim）と5－

bromo4－chloro－3－indoyl－phosphaate（Boehhnger　Mannheim）によってTH　mRNA陽性

細胞の可視化を行った。アルコール系列で脱水の後、2．5％collodion（ナカライテ

スク株式会社）で切片表面をコーティングし、乳剤NTB－3（Kodak，　Rochester，

U．S，A．）を塗布した。4週間の露光後、現像し、グリセロールによる水性封入を行

い検鏡した。

（10）試薬

　本研究で用いた試薬のメーカーは、試i薬名の後に括弧書きで記した。その他の

記載のないものは全て特級試薬を用いた。

（ユ1）統計処理

　図表中の数値は平均値±S．E．M．で表した。有意差検定はStudenfs　f－test、　Mann．

Whitney’s　U」testあるいは：Fisher’s　Exact　testを用いて行った。危険率5％以下をもっ

て有意であると判定した。
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実験結果

第一節　モルヒネ依存マウスにおける各種プロスタノイド受容体アゴニストの

　　　　大槽内投与によるナロキソン誘発跳躍行動への影響

　これまでの研究において、モルヒネ依存マウスにおいて、サイトカインの1種で

あるインターロイキンー1βを大槽内に投与することによりナロキソン誘発跳躍行動

が抑制されること　［14］、またこの抑制作用は、シクロオキシゲナーゼ阻害薬であ

るサリチル酸を前処置しておくことにより減弱したことから、その抑制機構の一部

には脳内プロスタノイド合成系が関与していることが明らかにされている。そこで

本研究では、このプロスタノイド類に着目し、まず、どのタイプのプロスタノイド

受容体が関与しているかを検討するため、モルヒネ依存マウスに各種プロスタノイ

ド受容体アゴニスト［sulpr。stone（EP　IIEP3受容体アゴニスト）、M＆B28，767（EP3受

容体アゴニスト）、butaprost（EP2受容体アゴニスト）、iloprost（P／EP1受容体アゴニ

スト）、PGF2α（FP受容体アゴニスト）］を10fg－100　ng（M＆B28，767は1fg－30　ng）

の用量で大槽内に投与し、30分後にナロキソンを腹腔内投与して、誘発される跳躍

行動に対する効果を検：討した。

　ナロキソン誘発跳躍行動に対して、sulprostone（EPl／EP3受容体アゴニスト）の大

槽内投与はU－shapeの用量作用関係を持つ抑制作用を示し、100　pg、1ngの用量で

vehicle投与群（45．3±8．9回〉と比較して、有意な抑制効果が見られた（それぞれ、

15．1±6．1回および195±9．4回）（図1－1a）。同様に、　M＆B28，767（EP3受容体アゴ

ニスト）の大槽内投与も、ナロキソン誘発跳躍行動に対してU－shapeの用量作用関

係を持つ抑制作用を示し、100fg、1pg、10　pgの用量でvehicle投与群（520±11．4

回）と比較して、有意な抑制効果が見られた（それぞれ、16．5±4．7回、13．9±3．7

回および12．5±6．3回）（図1－1b＞。しかしながら、　iloprost（IP／EP　1受容体アゴニス

ト）、butaprost（EP2受容体アゴニスト）およびPGF2α（FP受容体アゴニスト）は、

10f9－100　ngの用量で、ナロキソン誘発跳躍行動に対して有意な効果を示さなかっ

た（図1－1c－e）。なお、これらの薬物の大槽内投与は、調べた用量では運動機能や

一般行動に明らかな影響を及ぼさなかった。
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第二節　モルヒネ依存ラットにおけるEP3アゴニストの側脳室内投与によるナロキ

　　　　ソン誘発禁断症状抑制作用

　このEP3受容体の活性化によるモルヒネ禁断症状抑制作用をより詳細に検討し、

さらにその制御機構を検討するために、モルヒネ依存ラットを用いた検討を行った。

　ラットにプラセポペレットを埋め込み、vehicle（PBS）を側脳室内投与し、生理

食塩水を腹腔内投与した群（コントロール群）、およびモルヒネペレットを埋め込

み、vehicleを側脳室内投与し、生理食塩水を腹腔内投与した群（モルヒネ依存形成

群）の両群においては、行動に何ら差異は見られなかった。一方、モルヒネペレッ

ト処置後、vehicleを側脳室内投与し、ナロキソンを腹腔内に投与した群（モルヒネ

禁断誘発群）においては、体重減少、readng、　s加etching、　wet　dog　shake、　paw　shake、

head　shake、　teeth　cha賃ering、跳躍行動、後ずさり、射精、下痢、流誕、眼瞼下垂、

涙液分泌、鼻漏といった禁断症状が観察された。この種々のナロキソン誘発禁断症

状に対して、M＆B28，767（0。01－100　pg）の側脳室内投与は、　U－shapeの用量作用関

係を持つ抑制作用を示し、体重減少、rearing、　stretching、　wet　dog　shake、　paw　shake、

head　shake、　teeth　cha紘ering、跳躍行動、後ずさり、射精、再誕、眼瞼下垂、涙液分

泌、鼻漏といった禁断症状が有意に抑制され、また下痢の発現に関しても、有意差

はなかったものの、抑制傾向が見られた（図1－2、表1）。同様に、sulprostone（0．01

－10ng）の側脳室内投与は、　U－shapeの用量作用関係を持つ抑制作用を示し、体重減

少、rearing、　stretching、　wet　dog　shake、　paw　shake、　teeth　chaUering、跳躍行動、後ず

さり、射精、流誕、鼻漏といった禁断症状が有意に抑制され、また、head　shakeおよ

び眼瞼下垂、涙液分泌の発現に関しても、有意差はなかったものの、抑制傾向が見

られた。しかしながら下痢の発現に関しては抑制効果は見られなかった（図1－2、表

1－1）。な：お、正常ラットに対するM＆B28，767およびsulprostoneの側脳室内投与は、

運動機能や一般行動等に明らかな影響を及ぼさなかった。

図1－1モルヒネ依存マウスにおける各種プロスタノイド受容体アゴニストの大槽内

　　　投与によるナロキソン誘発跳躍行動に対する効果
　　　　（。）、u1P…t・n・、（b）M＆B28，767、（・）i1。P・。…（d）b…p・。・t・（・）PGF…各薬物

　　　あるいはvehicleを5μ1の容量で大槽内に投与し、30分後、ナロキソン（10　mg／kg）

　　　　を腹腔内に投与し、誘発される典型的な禁断症状の一つである跳躍行動の回数を

　　　40分間計数した。＊PkO．05、＊＊Pく0．01　vs．　vehide（Mann－Whitneyひtest）
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図1－2　モルヒネ依存ラットにおけるEP3受容体アゴニストの側脳室内投与による

　　　　各種ナロキソン誘発禁断症状に対する効果

　　　　（a）体重減少、（b）rea血g、（c）s並etching、（d）wet－dog　shake、（e）paw　shake、（f）

　　　　head　shake、（g）teeth　chatteri皿g、（h）跳躍行動、（i）後ずさり、①射精

　　　　コントロール群（co磁01）あるいはモルヒネ依存形成群（dependence）は、プラセ

　　　　ボペレットあるいはモルヒネペレット2個をそれぞれ5日間埋め込み、vehicle（5

　　　　叫）を側脳室内投与し、30分後、生理食：塩水を腹腔内投与した（open　bar）。モル

　　　　ヒネ禁断誘発群（closed　bar）あるいは薬物処置群（hatched　bar）はモルヒネペレッ

　　　　ト2個をそれぞれ5日間埋め込み、vehicleあるいはM＆B28，767、　sulprostoneを5μ1

　　　　の容量で大槽内に投与し、30分後、ナロキソン（3mg！kg）を腹腔内に投与した。

　　　　誘発される各種禁断症状の回数を1時間、計数した。＊」kO．05、＊＊RO．Ol　vs．モルヒ

　　　　ネ禁断誘発群（Mam－Whitneyひtest）、　n＝5－9．
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表1．1モルヒネ依存ラットにおけるEP3受容体アゴニストの側脳室内投与による

　　　　各種ナロキソン誘発禁断症状に対する効果

withdrawal　signs

diarrhea salivation ptosis lacrimation　rhinoπhea

control

dependence

withdrawal

M＆B28，767（pg）

　　0．01

　　0。1

　　1

　10
　100

sulprostone（ng）

　　0．01

　　0．1

　　1

　10

018

015

8／9

616

616

6／9

5／7

616

6／6

5／6

6／6

4／6

0／8、

015

919

2／6＊

3／6＊

119串＊

117＊＊

4／6

416

616

316＊

5／6

0／8

0／5

919

3／6＊

516
3／9＊＊

3／7＊

5／6

6！6

6／6

4／6

5！6

0／8

0／5

8／9

416

3／6

2／9＊

3／7

3／6

516

4／6

2！6

216

0／8

015

8／9

4／6

2／6

2／9＊

4／7

1／6＊

4／6

316
1／6＊

2／6

（禁断症状を発現したラットの数）バ検討したラット数）で表している。＊Pく0・05，＊＊Pく0』1

vs．モルヒネ禁断誘発群（Fishefs　exact重es重）、7戸5－9

も
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第三節　　EP3受容体アゴニストによるナロキソン誘発禁断症状抑制機構の検討

（1）モルヒネ禁断誘発時のラット脳内。－fb5　mRNA発現誘導に対するM＆B　28，767の

　　効果（no曲em　blotting法による検討）

　コントロール群、モルヒネ依存形成群、モルヒネ禁断誘発群およびM＆B28，767処

置群のラット坐上部位における。－1b5　mRNAの発現をnorthem　blotting法により検討

した。モルヒネ禁断誘発群では、コントロール群あるいはモルヒネ依存形成群と比

較し、大脳皮質、視床、視床下部において。－fb8　mRNA発現の著しい増加が見られ

た。また、海馬、線条体、橋・延髄においても発現の増加が観察された。これに対

し、M＆B28，767を側脳室内に前処置することにより、いずれの脳部位においても。－

fb5　mRNAの発現誘導が抑制された（図1－3）。

　　煙夢紳　　贈　麟　嗣軸驚・煙

一一「一一「一「一一「「一一「
　　　　　　メ　　　　　　　　　〔　へ、　｝ご　・・D　奪　　　　　萢　　雫～　　　・・　、一き・マノ恥試〉へ

図1－3モルヒネ禁断誘発時のラット脳内。一’os　mRNAの発現誘導に対する

　　　M＆B28，767側脳室内投与の効果（nodhern　blo廿ing法による検討）

　　　生理食塩水あるいナロキソンを腹腔内投与した1時間後のラット（各群3匹つつ）

　　　から摘出した全脳を、大脳皮質、海馬、線状体、視床、視床下部、橋・延髄に部位

　　　分けし、tota1　RNAを抽出した。各レーンに15μgのto圃RNAをアプライし、　c－fb5

　　　に対する32P標識アンチセンスRNAプローブを用いてnorlhem　bl面ng解析を行っ

　　　た。

　　　レーン1：コントロール群、レーン2：モルヒネ依存形成群、レーン3：モルヒネ

　　　禁断誘発群、レーン4：M＆B28，767（1pg）処置群
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（2）モルヒネ禁断誘発時のラット脳内。－fb5　mRNA発現誘導に対するM＆B28，767の

　　効果（fη5f加ハイブリダイゼーション法による検討）

　C－fb5　mRNA発現を、　fη5加ハイブリダイゼーション法によりさらに詳細に検討

した結果、その発現変化が特に著明であった青斑核を含む脳領域を図1－4に示す。

青斑核は、脳の広範な領域にノルアドレナリン神経線維を投射している核であり、

また麻薬依存形成・禁断症状の発現に深く関与していることが報告されているが、

この青斑核においても、モルヒネ禁断誘発群においては。－fb5　mRNA発現が強く誘

導され、その発現誘導はM＆B28，767の前処置により著明に抑制された（図1－4）。

（a）Control （b）Morphine　dependence

（c）Morphine　withdrawal （d）M＆B28，767　treatment

図1－4モルヒネ禁断誘発時のラット脳内。－fos　mRNAの発現誘導に対する

　　　M＆B28，767側脳室内投与の効果（lhs伽ハイブリダイゼーション法による

　　　検討）

　　　生理食塩水あるいナロキソンを腹腔内投与した1時間後のラットから全脳を摘出

　　　し、c－fb5に対する35S標識アンチセンスRNAプローブを用いてfn　sf加hyb面ization

　　　を行った。（a）コントロール群、（b）モルヒネ依存形成群、（c）モルヒネ禁断誘発

　　　群、（d）M＆B28，767（1pg）処置群。　B訂・5㎜、　LC：1㏄us　c㏄mleus
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（3）青斑核でのモルヒネ禁断による。．fbs　mRNA発現誘導に対するM＆B28，767の

　　抑制効果の定量的解析

　青斑核における。－fb8　mRNA発現誘導に対するM＆B　28，767の抑制効果を定量的に

解析するため、フィルムオートラジオグラムを画像解析装置を用いて定量的に解析

した。モルヒネ禁断誘発群の。．1b3　mRNA発現レベルはコントロール群の4．4倍で

あったが、M＆B28，767処置群では、その発現は、ほぼコントロール群レベル近くに

まで、すなわちモルヒネ禁断誘発群の36±5％にまで有意に抑制された（図1－5）。

言

至

要

峯

ち

ζ
湯

5
石
。9

且
歪

9
石
塁

2
コ
く

140

120

100

80

60

40

20

0

controI
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140

120
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0

★★

morphine　　M＆B28，767
withdrawal　treatment

図1－5青斑核でのモルヒネ禁断誘発時のラット脳内。－1bs　mRNAの発現誘導に対す

　　　るM＆B28，767による抑制効果の定量的解析

　　’それぞれの群に対して、青斑核を含む脳切片のフィルムオートラジオグラムを画像

　　　解析装置を用いて解析した。モルヒネ禁断誘発群における。－fb3　mRNA発現量を

　　　100％とした。＊＊．Pく0．01　vs．モルヒネ禁断誘発群（Mann－Whitneyひtest）、1戸5．
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（4）青斑核カテコールアミン含有神経におけるμオピオイド受容体mRNAとEP3

　　受容体mRNAの発現
　青斑核におけるカテコールアミン含有神経におけるμオピオイド受容体mRNA

とEP3受容体mRNAの発現をダブルfηs加ハイブリダイゼーション法を用いて検

討した。青斑核には、紫色に染色されたTH　mRNA陽性細胞が密集して存在してい

るが、そのほとんど全てにおいてμオピオイド受容体mRNAが、また、半数以上に

おいてEP3受容体mRNAがそれぞれ発現していた（図1－6）。・

a）魅一〇pioid　receptor－TH b）EP3　receptor－TH

図1－6青斑核カテコールアミン含有神経におけるμオピオイド受容体mRNA（a）

　　　　とEP3受容体mRNA（b）の発現

　　　黄色あるいは黄緑色の粒子が集積した細胞が、（a）ではμオピオイド受容体mRNA

　　　陽性細胞、（b）ではEP3受容体mRNA陽性細胞。　Alkaline－phosphatase反応生成物に

　　　　より紫色に染色された細胞が、カテコールアミン神経のマーτカーであるチロシン水

　　　酸化酵素のmRNA陽性細胞を示す。
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考　察

　これまでの研究において著者らは、モルヒネ依存マウスにおけるナロキソン誘発

跳躍行動は、サイトカインの1種であるインターロイキンー1βの大槽内投与により

抑制されること、またこの抑制作用はシクロオキシゲナーゼ阻害薬であるサリチル

酸を前処置しておくことにより減弱されたことから、この抑制機構の一部に脳内プ

ロスタノイド合成系が関与していることを明らかにしている［14］。本研究において

著者は、まず、どのタイプのプロスタノイド受容体が関与しているかを、各種プロ

スタノイド受容体アゴニストを用い検討した。その結果、su玉prostone（EPIIEP3受容

体アゴニスト）、M＆B28，767（EP3受容体アゴニスト）を大槽内投与することにより、

ともにナロキソン誘発跳躍行動が有意に抑制されたが、iloprost（IP　IEPI受容体アゴ

ニスト）、butaprost（EP2受容体アゴニスト）およびPGF2u（FP受容体アゴニスト）

では有意な効果は見られなかった。これらの結果から、脳内においては、EPI、　EP2、

IP、　FP受容体ではなく、EP3受容体の活性化によりナロキソン誘発跳躍行動が抑制

されることが示唆される。M＆B28，767はsulprostoneより低濃度で跳躍行動を抑制

したが、この結果はEP3受容体を発現させたCHO細胞において親和性はほぼ同じ

であるにもかかわらず、フォルスコリン刺激によるcAMP産生に対しては
M＆B28，767がsulprostoneより低濃度で抑制するという報告と一致するものである

［30］。

　このEP3受容体アゴニストによるモルヒネ禁断症状抑制作用をより詳細に検討し、

さらにその作用機構を検討していくためには、マウスを用いるよりも、より詳細な

行動観察が容易であり、これまで、様々な手法を用いて麻薬依存形成・禁断症状発

現に関する研究が多くなされてきたラットを用いる方が適当であると考えた。そこ

で、モルヒネ75mgを含有する嘉島性のぺ1〆ットを合計2個、5日間処置すること

によりモルヒネ依存ラットを作製し、EP3受容体アゴニストによるナロキソン誘発

禁断症状抑制効果をより詳細に検：討した。その結果、M＆B28，767およびsulprostone

を側脳室内投与することにより、下痢を除くほとんど全ての禁断症状（体重減少・

，e血・g、・t・et・hi・g、　w・t　d・9・h・k・、　P・w・h・k・・head・h・k・・teeth・h・tt・n・g・二二行

動、後ずさり、射精、蜜豆、眼瞼下垂、涙液分泌、鼻漏）の有意な抑制あるいは抑

制傾向が見られた。これらの結果より、モルヒネ依存マウスと同様に、モルヒネ依

存ラットにおいてもEP3受容体アゴニストの脳室内投与により、ほとんど全ての禁

断症状が抑制されることが示された。モルヒネ禁断時の下痢の発現に関しては・主

に腸管に存在するオピオイド受容体がその役割を担っていると考えられており［4］・

脳内投与されたEP3受容体アゴニストは末梢において誘発される下痢を有意に抑制

することができなかったものと推測される。また、モルヒネ依存マウスおよびラッ

トどちらにおいても、EP3受容体ナゴニストのナロキソン誘発禁断症状抑制効果は

U－shapeの用量作用関係を示した。EP3受容体アゴニストのマウス脊髄くも膜下腔内
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投与により惹起される痛覚過敏、さらにラット側脳室内投与により惹起される痛覚

過敏などの作用においても、本研究と同様にU－shapeの用量作用関係を示すことが

報告されている［31、32］。EP3受容体には、　EP3。、　EP3β、EP3γの3種類のスプライ

シングバリアントが存在することが報告されておりD6］、その中でEP3Y受容体は・

GiともG、とも共役する両方向性の性質を持つスプライシングバリアントであること

が知られている［16］。高用量のEP3受容体アゴニストはこの両方向性の性質を持つ

EP3Y受容体、あるいはそρ他のサブタイプのプロスタノイド受容体にも作用し・本

研究でも見られたようなU－shapeの用量作用関係を示すのかもしれ・ない。

　これまでの多くの研究から、各種禁断症状の発現には、それに関与する脳部位が

存在することが明らかにされている。例えば、青斑核は跳躍行動、reahng、　wet　dog

shake、自発運動充進、射精などの禁断症状に深く関与し、また、中脳水道周囲灰白

質はreadng、自発運動単子に、さらに髄視床下部および大群四四はwe重dog　shakeに

関与していることが報告されている［23、33］。本研究において、EP3受容体アゴニ

ストはモルヒネ依存ラットにおいて誘発されるほとんど全ての禁断症状を抑制する

ことが示された。すなわちこれらの結果は、EP3受容体アゴニストが脳内の広範な

領域において、モルヒネ禁断時の神経興奮を抑制していることを示唆している。因

みに、Sugimoto等は、」η8加ハイブリダイゼーション法によりEP3受容体mRNA

がマウス脳内において、扁桃体、大縫線核、視床内側部、青斑核など禁断症状の発

現に関与していると考えられている脳部位を含む広範な脳領域において発現してい

ることを報告している［34］。

　一方、最初期遺伝子の一つである。－fb5のmRNAおよびその蛋白質は神経興奮に

より短時間のうちに一過性にその発現が増加することから、従来より、中枢神経系

における神経興奮のマーカーとして用いられ［17、18］、また、モルヒネ禁断時にお

いても、広範な脳部位において。－fb3　mRNAおよそのび蛋白質の発現が誘導される

ことが報告されている［19－21］。さらに、禁断症状抑制作用を有するα2アドレナリ

ン受容体アゴニストのクロニジンおよびNMDA受容体アンタゴニストである

MK801、　LY274614の皮下投与によりモルヒネ禁断時の。－fb8　mRNA発現誘導が抑

制されることも報告されている［35］。そこで次に、モルヒネ禁断により誘発される

神経興奮がEP3受容体アゴニストにより抑制される脳部位を、神経興奮のマーカー

として利用される。－fb3　mRNAの発現を指標として検討した。先の行動薬理学的検：

討において最も著明な抑制作用を示したM＆B28，7671P9をラット側脳室内投与す

ることにより、モルヒネ禁断時の。－fb3　mRNA発現誘導は、大脳皮質、視床、視床

下部を含む検討したほぼ全ての脳部位において抑制された。このことは、EP3受容

体アゴニストがモルヒネ禁断時の神経細胞の興奮を、脳内の広範な領域で抑制して

いることを示唆しており、行動薬理学的検：討により得られた知見と一致するもので

ある。

　・中枢におけるノルアドレナリン神経系は麻薬依存形成・禁断症状発現に深く関与
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していることが知られている［22］。モルヒネ禁断時には、大脳皮質、視床下部ある

いは海馬を含む多くの脳部位において、ノルアドレナリンの遊離が増加することが

報告されているが［22、36、37］、EP3受容体アゴニストは、α2アドレナリン受容体

アゴニストと同様に、ラット大脳皮質の切片標本において電気刺激によるノルアド

レナリンの遊離をシナプス前性に抑制することが報告されている［38］。このよう

に、EP3受容体アゴニストは脳内のノルアドレナリン神経終末に作用し、モルヒネ

禁断時のノルアドレナリンの遊離を抑制する可能性が考えられる。

　一方、脳内の広範な領域にノルアドレナリン神経を投射していることが知られて

いる青斑核は、麻薬依存形成・禁断症状発現に深く関与していることが報告されて

いるが、本研究において、EP3受容体アゴニストにより、モルヒネ禁断時の。－fbs

mRNA発現誘導は著明かつ有意に抑制されることを示した。さらに、ダブル加訪ロ

ハイブリダイゼーション法により、青斑核において、カテコールアミン含有神経の

マーカーであるTHのmRNA陽性細胞の、ほとんど全てにおいてμオピオイド受

容体mRNAが、また半数以上においてEP3受容体mRNAがそれぞれ発現している

ことが明らかとなった。すなわちこれらの結果から、青斑核に細胞体を持つノルア

ドレナリン神経においては、μオピオイド受容体とEP3受容体が共存していること

が示唆され、EP3受容体の活性化により、禁断症状発現に関わるμオピオイド受容

体を介した細胞内情報伝達が制御されうる可能性が考えられる。

　麻薬依存形成・禁断症状発現のメカニズムの一つとして、麻薬性鎮痛薬の作用点

であり、正常時にはGl蛋白質と共役し、　ACを抑制するタイプの受容体であるオピ

オイド受容体［39］を発現する；培養細胞、あるいは青斑核などの脳部位において、

退薬時にはcAMP産生系が過剰に活性化される、すなわち、AC系の代償的な過感受

性が関与している可能性が指摘されている［24、25］。一方、EP3受容体は、これま

で知られているプロスタノイド受容体の中では唯一、オピオイド受容体と同様に

cAMP産生系を抑制するタイプの受容体であり［16、40］、これらの諸知見から、モ

ルヒネ退並製に青斑核などの細胞において見られるcAMP産生系の過剰な活性化を

EP3受容体が抑制することにより、モルヒネ禁断時の神経興奮を抑制するといった

作用機構が考えられる（図1－7）。

　以上の結果から、EP3受容体アゴニストの脳室内投与により、脳の広範な領域に

ノルアドレナリン神経線維を投射している青斑核を含む多くの脳部位において、お

そらくcAMP産生系の抑制により、モルヒネ禁断時の過剰な神経細胞の興奮が抑制

され、その結果、様々なモルヒネ禁断症状が抑制されたものと考えられる（図1－7）。
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んり　　　　　オ

弗＿早
クローン化オピオイド受容体発現細胞におけるアゴニスト

持続的処置によるアデニル酸シクラーゼ系の過感受性形成

　　　　　　　　　　メカニズムに関する検討

　第一章において、cAMP産生系を抑制するタイプの受容体であるEP3受容：体の活

性化により、モルヒネ退薬時の過剰な神経細胞の興奮が抑制され、その結果、様々

なモルヒネ禁断症状が抑制されることを明らかにし、Gi蛋白質共役型受容体がモル

ヒネ禁断症状を制御しうる可能性を示した。一方、麻薬性鎮痛薬による依存形成・

禁断症状発現のメカニズムに関して、これまでに数多くの研究がなされ、1970年代

半ばには、マウス神経芽細胞腫とラットダリア細胞腫の雑種であるNG108．15細胞

［41－43］、あるいはヒト神経芽細胞腫SH：．SY5Y細胞［44－46］などの四丁培養細胞に

おいて、モルヒネをはじめとする各種オピオイドアゴニストはセカンドメッセン

ジャー一である細胞内cAMP生成を抑制するが、その持続的な適用によりcAMP生成

抑制作用が減弱し、さらにアゴニスト退穿下にはcAMP産生系が過剰に活性化され、

いわゆる1’cAMP　overshoot1↑現象が起こることが報告されている。後に、青斑核［47、

48］、線条体［49］、扁桃体や側坐核［50］などの脳部位においても同様の現象が起

こることが確認された。さらにfηvfvoの実験においても、　cAMPがモルヒネ耐性・

依存形成を加速すること［51］、phosphodiesterase阻害薬であるIBMX、およびcAMP

の非加水分解型のアナログであるdibutylyl　cAMPがモルヒネ禁断症状を増悪させる

こと、反対にホスホジエステラーゼ活性化薬であるimidazoleが禁断症状を減弱させ

ること［52］などが報告され、このアデニル酸シクラーゼ（AC）系の代償的な過感

受性が、麻薬依存形成・禁断症状発現に関与している可能性が指摘されている［24、

25ユ。しかしながら、このAC系の過感受性形成の分子メカニズムに関しては、未だ

不明のままである。

　一方、麻薬性鎮痛薬および関連化合物（オピエート）の作用点として、これまで

にμ、δおよびκオピオイド受容体がクローニングされ・いずれもG蛋白質に連関

する7回膜貫通型の受容体であり、百日咳毒素感受性G蛋白質を介してACの抑制、

Ca2・チャネルの抑制、K・チャネルの開口促進などと連関していることが明らかにさ

れている［39コ。得られた各オピオイド受容体cDNAをトランスフェクトすることに

より得られたクローン化μ、δおよびκオピオイド受容体を安定的に発現するCHO

細胞は［53］、オピオイド受容体に関する様々な分子薬理学的特性を明確にするのに
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適した系として多くの研究に用いられ、また、アゴニスト持続的処置時のオピオイ

ド受容体を介する細胞内情報伝達系の変化の解析にも用いられてきた。そこで著者

は、AC系の過感受性形成のメカニズムを分子レベルで明らかにするために、クロー

ン化オピオイド受容体を安定的に発現させたCHO細胞をin　vitroでのモデル系とし

て用いた検：討を行った。

実験方法

（1）クローン化オピオイド受容体およびm2ムスカリン受容体を安定的に発現させ

　　たCHO細胞株の培養
　クローン化ラットμ、δおよびκオピオイド受容体を安定的に発現させたCHO細

胞株（それぞれF－OPRICHO、δ一〇PRICH：0、　K－OPRICHO）は、　Katsumataら［53］が

以前に樹立したものを用いた。m2ムスカリン受容体を安定的に発現させたCHO細

胞株（m2　receptor／CHO）は、東京大学医学部神経生化学教室芳賀達也教授に御

供与いただいた。それらCHO細胞株は、10％ウシ胎児血清、50　U／ml　penicillin、50

μg／ml　smptmycinおよび200　Fg／mlのG418（和光純薬工業株式会社、大阪）を含む

ハムF12培地で、37℃、5％炭酸ガス；培養血中で培養し、維持した。

（2）試薬

　塩酸モルヒネおよび塩酸ナロキソンは第一章と同じものを用いた。δオピオイド

受容体選択的アゴニストDPDPEはResearch　Biochemica正s　Inc．（Nanick，　U．S．A．）から

購入した。κオピオイド受容体選択的アゴニストU69593はUp垂ohn　Co．（Kalamazoo，

U．S．A．）より、δ受容体選択的アンタゴニストnaltrindole、およびκオピオイド受容

体選択的アンタゴニストn。rBNIは東レ株式会社（鎌倉）から供与していただいた。

カルバコニル、アトロピン、cycloheximideおよびdibutylyl　cAMPはSigma　Chemical

Co．から、　H7、　H：8、　H89およびstaur。spo加eは生化学工業株式会社（東京）から、

calphostin　CはBiomol　Research　laboratories，　Inc．（Plymouth　Meeting，　U。SA）から、

forskohnおよび百日咳毒素は和光純薬工業株式会社からそれぞれ購入した。他の試

薬は全て特級試薬を用いた。

（3）cAMP　assay

　cAMP　assayは、　Katsumataら［53］が以前に行った方法に若干の変更を加えて行っ

た。各CHO細胞を24穴マルチウェルプレートに1×105個／wellで播種し、一晩培

養し、実験に用いた。一部の実験では各アゴニストあるいは薬物を培地中に添加し

た。所定の時間（特に示さない場合は4時間）後、薬物を含む培地を吸引除去し、直

ちに05mlのHEPES－buf∬ered　saline（並40　mM　NaC互，4・7　mM　KCI，2．2　mM　CaC12，1．2

mMMgCl，，1．2　mM　K：H、PO、，11mM　glucose　and　15　mM　HEPBS，　pH　7．4）で洗浄操作を
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行った。その後直ちに、各オピオイドリガンド、10FM　forskoiinおよび1mM　IBMX

を含む0。5mlのHEPES．buffered　salineを処置し、37℃で10分間インキュベーション

した。反応は氷冷した0．5mlの10％TCAを添加することにより停止した。　cAMPを

抽出後、cAMP定量キット（Amersham、　Buckinghamshire，　U，K．）を用い、ラジオイ

ムノアッセイで定量した。アゴニストとしてμオピオイド受容体：モルヒネ、δオ

ピオイド受容体：DPDPE、κオピオイド受容体：U69，593、　m2ムスカリン受容体：

カルバコール、アンタゴニストとして、μオピオイド受容体ニナロキソン、δオピ

オイド受容体：nalthndole、κオピオイド受容体：norBNI、　m2ムスカリン受容体ニ

ァトロピンを用いた。

（4）GTPase活性の測定

　GTPase活性の測定は、　CasselとSelinger［54］が以前に行った方法に若干の変更

を加えて行った。各CHO細胞を60　mmのディッシュに1×105個、播種し、一晩培

養した。細胞を1mM　EDTAを含むPBSで洗浄後、回収し、ポリトロンホモジナイ

ザ一一でホモジナイズした。ホモジネートを4℃、100，000×gで5分間遠心した。こ

のようにして得られた粗膜標品4－8μgを、0．5μM［γ一32P］GTP（6，000　Ci／mmol、

DuPont－New　Engiand：Nuclear、　Boston、　MA、　U．SA）を含むHEPES緩衝液中（2　mM

MgCI2，100　mM　NaCl，0，1mM　EDTA，1mM　DTr，1mM　App（N：H）p，0．2　mM　ATP，2mM

phosphocreatine，10Ulml　creat血e　phospho㎞ase，15mM　HEPES，　pH　75）で、各種オピ

オイドリガンドの存在下あるいは非存在下、37℃で5分間インキュベーションした。

反応をcharcoal（Nodt　SX　plus、和光i純薬工業株式会社）および0．1％牛血清アルブ

ミンを含むリン酸緩衝液（pH　7切を添加することにより停止し、10分間氷冷した。

非特異的なGTPase活性は、同様の操作を100　FM　GTPの存在下で行った。遠心する

ことにより、charcoa1を沈殿させ、上清中のh・32P］GTPから遊離した32Piを液体シ

ンチレーションにて測定し、定量した。

（5）変異型およびキメラG蛋白質αサブユニットαi2／αq　cDNAの作製

　ラットαi2およびラットα、　cDNAはラット大脳皮質から抽出したtotal　RNAを鋳型

とし、RT．PCR法により得た。また、マウスαq　cDNAはマウス全脳から抽出したtotal

RNAを鋳型とし、　RT－PCR法により得た。点変異導入は、目的の塩基配列を有する

プライマーとTransfomler　Site－Directed　Mutagenesis　Kit（2nd　version）（Clontech，　Palo　Alto，

U．SA）を用いて、　Minamiら［55］の方法と同様にして行った。キメラG蛋白質α

サブユニットαi2／偽の作製には制限酵素N3jI認識部位・5caI認識部位を用いた。αi2

cDNAには5ca　I認識部位が、偽cDNAにはNgf　I認識部位、5ca　I認識部位が存在し

ないため、部位特異的点変異導入によりそれぞれ導入した。5σaI認識部位導入のた

め、アミノ酸配列の変化が生じたため、キメラαサブユニット作製後、野生型αサ

ブユニットの対応する部位のアミノ酸配列と同じになるように再び点変異導入を
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行った。各G蛋白質αサブユニットcDNAを制限酵素EooR　VとNbf　lで切断し、そ

のフラグメントを発現ベクターpTracer－CMV（Invjtrogen，　Caarlsbad，　CA，　USA）の

EcoR　VINb11サイトに組込みんだ。作製した変異型およびキメラG蛋白質αサブユ

ニットα・幽・DNAは、　ABI　PRISM　dy・t・㎜inat・・cy・1・・equen・i・g・eady・eacti・・kit

（Perkin　Elmer，　Foster　City，　CA，　U．S．A．）によるシークエンシングにより、その塩基配

列を確認した。

（6）オピオイド受容体と野生型および各種変異型G蛋白質αサブユニットを同時

　　　に安定的に発現するCHO細胞株の樹立

　得られた各種G蛋白質αサブユニットcDNAを含むプラスミドを1ipo艶ct醐NE
（Gibco　BRL，　Gaithersburg，　U。S．A．）を用いて、すでにオピオイド受容体を安定的に発

現しているCHO細胞にトランスフェクトし、200μ9／m至のZeocin（hvi駐ogen）存在

下で培養し、細胞を選別した後、westem　blo面ngによりさらに細胞を選別した。

（7）Westem　b玉oUing

　CHO細胞から調製した膜商品（50μg）を、　SDS－PAGE（12％アクリルアミド）で

分離後、ニトロセルロースメンブラン（日本ミリポア株式会社、東京）に転写し、

図2－6に示す部位を抗原とする一次抗体（抗αi2抗体、抗偽抗体あるいは抗α、抗体）

で2時閾インキュベートした。一次抗体は、ラットαi2の115番目から125番目のア

ミノ酸配列に相当するEEQGMLPEDLsに対して作製された抗αi2ウサギポリクロー

ナル抗体（Gramsch　Laboratones，　S　chwabhausen，　Ge㎜Imy）、マウスαqの115・番目か

ら133番目のアミノ酸配列に相当するEVDVEKSAFENPYVDA凪に対して作製され

た抗％ウサギポリク下口ナル抗体（Chemicon，　Temecula，　CA，　USA）、あるいはラッ

トα・の4番目から18・番目のアミノ酸配列に相当するRQssEEKEs　sRRsRRに対して

作製された抗α。ウサギポリクローナル抗体（Biomol　Research　laboratodes，　Inc．，　ply－

mou‡h　Meeting，　USA）を用いた。洗浄後、　bitoin標識抗ウサギlgG（H＋L）抗体（Vector

lab・・Burlingame・US・A・）で1時問反応させ、さらに洗浄後、　avidinとperoxidase標識

biotine（ABC　EIite、　Vector　lab．）で1時間反応させた。次いで、0．02％3，3”一

diaminobenzidhle／0・0045％H202を含む50　mM　Tris－HCI（pH　7．6）中で発色させ可視

化した。

（8）統計処理

　図表中の数値は平均値±S．E．M．で表した。有意差検定はStudent・s卜testあるいは

Mann－Whi㎞eyσtestを用いて行った。危険率5％以下をもって有意である．と判定し

た。
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実験結果

（1）クローン化μ、δ、κオピオイド受容体およびムスカリン受容体m2サブタイプ

　　発現細胞におけるアゴニスト持続的処置によるAC系の過感受性の形成

　クローン化μ、δ、κオピオイド受容体、いずれの受容体を発現させたCHO細胞

（μ一〇PRICHO、δ一〇PRICHO、　K－OPRICHO）においても、アゴニストの持続的な前処

置を施していない細胞（naive細胞）では、それぞれのアゴニストであるモルヒネ10

μM、DPDPE　1μMあるいはU69，5931μMの処置により、forskolin誘発cAMP蓄積

は有意に抑制されたが、それぞれのアンタゴニストであるナロキソン1鉢M、

naltrindole　1μMあるいはnorBN110μMの単独処置によっては変化しなかった。一

方、それぞれのアゴニストであるモルヒネ10μM、DPDPE　l　FMあるいはU69，593

1μMを持続的に4時間前処置した細胞（dependent細胞）においては、それぞれの

アンタゴニストの処置により、forskolin誘発cAMP：蓄積は、　naive細胞においてアン

タゴニストを処置した場合と比較して、約2倍にまで有意に促進された（図2－1）。

　また、オピオイド受容体と同様にGi蛋白質と共役しACを抑制することが知られ

ているムスカリン受容体m2サブタイプを安定的に発現させたCHO細胞（m2　recep－

tor／CHO）においても、アゴニストであるカルバコール10μMの4時間の持続的処

置したdependent細胞において、アンタゴニストであるアトロピン1μMの処置によ

り、forskolin誘発cAMP蓄積は、　naive細胞においてアンタゴニストを処置した場合

と比較して、約2倍にまで有意に促進された（図2－1）。

（2）アゴニスト持続的処置によるAC系の過感受性形成の時間経過

　POPR／CHO、δ一〇PRICHOおよび1（一〇PRICH：0において、それぞれモルヒネ10μM、

DPDPE　lμMおよびU69，5931μMの持続的処置により、AC系の過感受性は数分～

数時間という比較的短時問のうちに形成され、約4時間でほぼプラトーに達し、ま

た少なくとも24時間後まで持続した（図2－2）。
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図2－1クローン化μ、δ、κオピオイド受容体およびm2ムスカリン受容体発現細

　　　　胞におけるアゴニスト持続的処置によるAC系の過感受性の形成

　　　　μ一〇PR／C：HO（a）、δ一〇pRICHO（b）、　K－OPRICHO（c）およびm2　receptor！CHO（d）

　　　　において、アゴニスト前処置を施していないnaive細胞と、それぞれ，のアゴニスト

　　　　（モルヒネ、DPDPE、　U69593・カルバコール）を4時間持続的に前処置したdependent

　　　　細胞に、それぞれのアゴニストあるいはアンタゴニストを処置し、forsk。lhl誘発

　　　　cAMP蓄積に対する効果を検：討した。＊＊1kO．01（Studenfs‘test）、㌍3－5．
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図2－2μ一〇PRICHO、δ一〇PRICHO、　K－OPR／CHOにおけるアゴニスト持続的処置に

　　　　よるAC系の過感受性形成の時間経過

　　　　F．OpR！CHO（a）、δ一〇pRICHO（b）あるいはK－OPR／CHO（c）において、それぞれモ

　　　　ルヒネ10μM、DPDPE　1腸MあるいはU69，593正μMを示した時間前処置し、その

　　　　後直ちにナロキソン1μM、naltrindole　1μMあるいはnorBNI　10μMを処置し、

　　　　forskolin誘発cAMP蓄積に対する効果を検討した。　n＝3．
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（3）AC系の過感受性形成に対する蛋白質合成阻害薬cycloheximideの効果

　アゴニスト持続的処置によるAC系の過感受性形成に、新たな蛋白質の合成が関

与しているか否かを検討するために、蛋白質合成阻害薬cycloheximideを用いた検討

を行った。μ一〇PRICHOおよびK－OPRICHOにおいて、cycloheximide（10FM・50μM・

100μM）を前処置1時間、アゴニストと共に4時間、計5時間処置したが・アゴニ

スト（それぞれモルヒネ10μM、U69，5931μM）の持続的処置により・cyclohexim－

ideを前処置しない場合と同様、アゴニスト持続的処置を施していないnaive細胞と

比較して有意なAC系の過感受性形成が見られた（図2－3）。

a）μ一〇PR／CHO
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図2－3μ一〇PRICHOおよびK－OPRICHOにおけるアゴニスト持続的処置によるAC

　　　　系の過感受性形成に対する蛋白質合成阻害薬cycloheximideの効果

　　　　街OPRICHO（a）およびK－OPR！CHO（b）において・cycloheximide（10μM・50μM・100

　　　　μM）を前処置1時間、アゴニスト（それぞれモルヒネ10μM・U69・5931μM）と

　　　　共に4時間、計5時間処置し、その後直ちにアンタゴニスト（それぞれナロキソン

　　　　1μM、norBN【10μM）を処置し・forskolin誘発cAMP蓄積に対する効果を検討し

　　　　た。naive細胞（open　bar）、　dependent細胞（closed　bar）・＊灰0・05，＊申Pく0．01　vs．　na－

　　　　ive細胞（Studentls　f重est）、η＝3．　　　　　　　　’
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（4）AC系の過感受性形成に対する各種プロテインキナーゼ阻害薬の効果

　AC系の過感受性形成に対するリン酸化の関与を検討するため、μ一〇PRIC：HOおよ

びK－OPR／CHOにおいて、各種プロテインキナーゼ阻害薬（H7100μM、　H8100　FM、

H8910μM、　staurosponne　O．1μM、　calphostin　C　O．1μM）を前処置1時間、アゴニス

トと共に4時間、計5時間処置したが、アゴニスト（それぞれモルヒネ10μM、U69，593

1μM）の持続的処置により、無処置あるいはvehicleを処置した場合と同様、アゴ

ニスト持続的処置を施していないnaive細胞と比較して有意なAC系の過感受性形成

が見られた（図2－4）。
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図2－4pOPRICHOおよびK－OPRICHOにおけるアゴニスト持続的処置によるAC
　　　　系の過感受性形成に対する各種プロテインキナーゼ阻害薬の効果

　　　　μ一〇PRICHO（a）およびK－OPR／CHO（b）において、各種プロテインキナーゼ阻害薬（H7

　　　　100直M、H8100岬、　H8910μM、　staurospo血e　O．1μM、　calphosdn　C　O．1μM）を前処

　　　　置1時間、アゴニスト（それぞれモルヒネ10μM、U69，5931μM）と共に4時間、計

　　　　5時間処置し、その後直ちにアンタゴニスト（それぞれナロキソン1μM、n。rBM　10

　　　　μM）を処置し、forsk。lin誘発cAMP蓄積に対する効果を検討した。　H7、H8はPBS

　　　　に、H89、　slaurospor㎞e、　calphost㎞Cは1％DMSOを含むPBSで溶解した。　naive細胞

　　　　（open　bar）、　dependent細胞（closed　bar）、＊＊RO．01　vs』aive細胞（Studenfs～test）、鵬4．
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（5）AC系の過感受性形成時におけるGTPase活性の変化

　次に、受容体一G蛋白質連関における変化をGTPase活性を指標として検討した。

F．OPRIC：HOのnaive細胞から調製した膜標品において、アゴニスト（モルヒネ10

μM）を処置することにより、forskolin誘発cAMP蓄積は有意に抑制され・GTPase活

性は有意に上昇したが、アンタゴニスト（ナロキソン1貼M）単独の処置はcAMP蓄

積およびGTPase活性に変化を与えなかった。一方、アゴニスト（モルヒネ10μM）

を4時間持続的に前処置したdependent細胞から調製した膜標品において・アンタゴ

ニスト（ナロキソン1μM）を処置することにより、forskohn誘発cAMP蓄積は有意

に促進されたが、GTPase活性に変化は見られなかった（図2－5）。
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図2－5AC系の過感受性形成時におけるGTPase活性の変化

　　　無処置およびモルヒネ（10μM）を4時間前処置したドーOPR！㎝：0から調整した膜

　　　薬品において、cAMP　assay（a）およびGTPase　assay（b）を行った。＊p＜0．05，魅p＜0．OI

　　　　（Student冒s置test）、　1戸・5．
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（6）オピオイド受容体と各種キメラG蛋白質αサブユニットαi2／（凋を共発現させた

　　CHO細胞におけるAC系の過感受性形成
　G蛋白質一AC連関が過感受性の形成に必要であるのかどうかを明らかにするため、

オピオイド受容体と連関しACを抑制することが知られているG蛋白質αサブユ

ニットαi2と・オピオイド受容体とは連関せず、またACには影響を及ぼさない鈎

とのキメラαサブユニットを用いた検討を行った。まず、αi2の百日咳毒素により

ADPリボシル化を受ける352番目のアミノ酸であるシステインをグリシンに置換し

た百日咳毒素非感受性の変異型αi2C352Gを作製した。このαi2C352Gの1－243番

目のアミノ酸残基を・αqの相当するアミノ1酸248残基に置換したキメラαi2／〔陶サブ

ユニットGQI　Ngf　lを作製した。同様にして、αi2　c352Gの1－331番目のアミノ酸

残基を、鈎の相当するアミノ酸336残基に置換したGQI　3ca　Iを作製し、さらに、αi2

C352Gの244－331番目のアミノ酸残基を、αqの相当するアミノ酸88残基に置換し

たGIQIを作製した（図2－6）。
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図2－6野生型および変異型G蛋白質αサブユニットの作製
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図2－7CHO細胞における各種G蛋白質αサブユニットの発現（western　blo廿ing）

　　　　K－OPR／CHO、κ一〇PR＋wild　typeα辺ゾCHO、　x：一〇PR＋αi2　C352GICHO、　K：一〇PR＋GQIハ耐1

　　　　／cHo、1（．OPR÷GQI　5ca▽CHO、1（一〇PR＋GIQIICHOから調整した膜標品（50μ9）を

　　　　SDS－PAGE（12％ゲル）により分画し、ニトロセルロースメンブランにトランス．

　　　　ファーした後、抗αi2抗体（αi2のGlu115－Ser125を認識）、あるいは抗αq抗体（％

　　　　のGlu115－Lys　l33を認識）を用いて免疫染色した。

　これらの各種αサブユニットを発現ベクターpTracer－CMVにサブクローニングし、

K－OPRICHOにトランスフェクトした。その後、　Zeocinの存在下で細胞を選別した

後、抗αE抗体あるいは抗偽抗体を用いたwestem　blot亘ngによりさらに細胞を選別

した。これらの抗体はどちらもαサブユニットのN末を認識するので（図2－6）、抗

αi2抗体は野生型αi2、αi2　C352GおよびGIQIを検出することができ、抗αq抗体は

GQI　N3f　IおよびGQI　50a　lを検：出することができる。このようにして、　Kオピオイ

ド受容体とこれら各種αサブユニットを同時に安定的に発現するCHO細胞株（K－

OPR＋wild　typeαi21CHo・K：一〇PR＋αi2　c352G／cHo・1（一〇PR＋GQI　N9∫1／CHo・K：一

〇PR＋GQI　3ca　IlcH：0、　K－OPR＋GIQI／cHO）を樹立し・最終的にwestem　blot亘ngによ
り’

e種αサブユニットの発現を確認した（図2－7）。
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　これらのCHO細胞に発現させた各種αサブユニットが機能的にオピオイド受容体

と連関し、G蛋白質の活性化を引き起こしているかを確認するため、　GTPase活性を

指標とした検討を行った。K－OPRICHOから調整した膜標題において、　U69593（10

μM）を処置することにより、内因性のG蛋白質の活性化により、GTPase活性が有

意に上昇したが、百日咳毒素20ng／m1を16時問前処置することにより、この効果

は完全に阻害された。同様に、K－OPR＋wild　typeαi2／CHOにおいても、百日咳毒素の

前処置によりU69，593によるGTPase活性の上昇は完全に阻害された。一方、　K－

oPR＋αi2　q352G／cHo、1（一〇PR＋GQIハなf　I／cHo・1（一〇PR＋GQI　5ca　I／cHo・K－oPR＋GIQI／

CHOにおいては、百日咳毒素を前処置してもU69，593の処置によりGTPase活性は

有意に上昇した（表2－1）。

表2－1K－OPRと各種G蛋白質αサブユニットを共発現させたCHO細胞における

　　　　GTPase活性に対するアゴニスト刺激の効果

U69，593（10μM）一stimulated

GTPase　activity（％of　control）

一PTX ＋PTX

1《凹OPR　ICHO

K－OPR＋wild　typeαi2／CHO

1（一〇PR＋αi2　C352G／CHO

1（一〇PR＋GQI／Vs’1／CHO

1（一〇PR＋GQI　Sca　l／CHO

1（一〇PR＋GIQI　l　CHO

　　　　　　＊12tO±3．95 98．8±2．88

　　　　　　　　122．7±5．80　　　　　94．9±3．94

　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　　　　133．8±5．29　　　132．5±5．55

122，9±5．68＊　　　121．6±8，69＊

127．8±8，02＊　　　123．4±7．48＊

　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　　　ホ125．9±5．47　　　　123．2±6．43

　各CHO細胞を百日咳毒素（20　ng！m1）の存在下（＋PTX）あるいは非存在下（一PTX）で

16時間、培養した。それらのCHO細胞から警標品を調整し、　U69，593（10μM）の処置に

よるGTPase活性の変化を検討した。値はU69，593非処置時のGTPase活性を100％として表

している。＊lkO．05，＊＊Pく0』1　vs．㎜鵬ated　control　values（Ma㎜一Whitneyひtest）、　n＝3－5．
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これらのCHO細胞株におけるアゴニス ト持続的刺激によるAC系の過感受性形成

能を検討 した.TC-OPR/CHOおよび野生型のαi2を発現させたl<-OPR+wildtypeαi2/

CHOにおいて､百日咳毒素の前処置 (20ng/ml､16時間)により､naive細胞におけ

るU69,593急性処置によるACの抑制効果､および069,593持続的処置によるAC系

の過感受性形成は完全に阻害された｡一方､百日咳毒素非感受性のαi2を発現させ

たyl-OPR+αi2C352G/CHOにおいては､百日咳毒素を前処置 してもU69,593の急性処

置によりACは抑制され､また､U69,593持続的処置によりAC系の過感受性が形成

された｡また､受容体およびACとの連関領域のみがαi2由来のキメラαサブユニッ

トを発現させたK-OPR+GQINsH/CHOにおいても､百日咳毒素を前処置 しても

U69,593によるACの抑制効果､U69,593持続的処置によるAC系の過感受性形成が

見られた｡一方､受容体連関領域がαi2由来であるが､ACとの連関領域が叫由来

のキメラαサブユニットを発現させた1(10PR+GQIScaI/CHOおよびtc-OPR+GIQI/

CHOでは､百日咳毒素の前処置により､U69,593によるACの抑制効果は見られな

くなり､また､その持続的処置によってもAC系の過感受性形成は見られなかった

(図2-8)0

図2-8 TCオピオイ ド受容体 と野生型､変異型､あるいはキメラG蛋白質αサブユ

ニッ トを共発現させたCHO細胞におけるアゴニス ト持続的処置によるAC

系への影響

(a)7:10PR/CHO､(b)1{-OPR+wildtype叱 ノCHO､(C)l<-OPR十ai2C352G/CHO､(d)K-

opRq INsl'Ⅰ/CHO､(e)に-OPR+GQIScaI/CHO､(f)K-OPR+GIQyCHOo内因性の

Gi様G賓白質の効果を除去するために､各cHO細胞を百日咳毒素 (20ng仙)の存

在下 (+PYX)あるいは非存在下 (-PTX)で16時間培養した｡アゴニスト前処置を

施していないmive細胞と､U69,59310LIMを4時間持続的に前処置したdependent細
胞に､U69,5931叫MあるいはnorBNI1pMを処置し､brskolin誘発cAMP蓄積に対

する効果を検討したD*P<0.05､**P<0.01(Student-sttest)､TF3_6.

36



a) K-OPRICHO

 250
ge

Y 2oo
L-OL

g lso
s
8 loo
s
E 50
s

  o

- PTX

T;g'

Zl

200

150

IOO

50

 o

+ PTX

lei

c) K-OPR + oci, C352G /CHO

    -P";× +PTX
1iii･oO, ,M ilim

rc

b)

 250
ge

v 200
5
:t 150

l
B ioo
8

: 50
$

  o

K-OPR + wild-type cti2 f CHO

 - PTX + PTX    " 200
    fi i50

  - 100  Tl//iii/ so "1/111111'

   tttt. t    mt t/ tt   .:ttt .  za -.-T:' l=         o-

d) KOPR+GQI NsiI1CHO'

e) K-OPR+GQIScal/CHO

i if... i i' .1

 250
ge

Y 2oo
..o.-

g lso
g
8 loo
8
E 50
g
  o

- PTX

   .. 200

       1::

T/kl/;Ll;. so

        o%ip",e7.%Z'.

   la% ig

+ PTX

ge

U
･e-

-es

=
i
8
8
l
e

250

200

150

100

50

 o

4T ± '. '. ht' + -.ttv

-PTX
-t

-

--

T
't/

,-.. '

Ll:

tv

l/

L.t

200

150

1OO

50

 o

+ PTX

[l!1 :l,n,,}11

  ';'ti'i

f) KOPR + GIQI 1 CHO

            }･i,tl･i
            i'11//

            ..t g/
         %t{5>"e.%e.

            e;`z e
naivecells dependentcells naivecells dependentcells

    (U69,5931pM,4hr) (U69,5931pM,4hr)

 250
ge
v 200
.s

' 150
e
8 too
x

: 50
g

  o

- PTX

       200   -- tt

   M 1,sg

 [il lliig"i' ,,

 .   g'S.

        o%e(3>"%%e.

   ee e

+ PTX

            %%
           ag.Zb Z6
            eee e
naive cells dependentcells naive cell$ dependentcells

    (U69,5931pM,4hr) (U69,5931pM,4hr)

  ¥･
  ge..
  ge.-sc

  wt

%&

37



(7) オピオイド受容体 と百日咳毒素非感受性G蛋白質αサブユニットαZを共発現

させたcHO細胞におけるAC系の過感受性形成

同様にして､〃あるいは〝オピオイド受容体に発現ベクターpTraceトCMVのみを

トランスフェクトしたcHO細胞 (H,OPR+pTracer-CMV/CHOおよびに-OPR+pTracer-

cMV/CHO)､および百日咳毒素非感受性G蛋白質αサブユニットαZを共発現させ

たcHO細胞 (p-OPR+cLz/CHOおよびtcl0PR+αZ/CHO)を作製 し､抗 cLz抗体を用い

たwestemblottingによりα王の発現を確認 した (図2-9)o

これらのCHO細胞株におけるアゴニス ト持続的刺激によるAC系の過感受性形成

能を検討 した叫-OPR+pTracer-CMV/CHOおよびt:-OPR+pTracer-CMV/CHOにおいて

は､アゴニス ト (それぞれモルヒネ 10uM､U69,5931LLM)急性処置によるACの

抑制効果､およびアゴニス ト (それぞれモルヒネ 10pM､U69,5931H.M)の4時間

の持続的処置によるAC系の過感受性形成は､百日咳毒素の前処置によりどちらも

完全に阻害されたのに対 し､LL-OPR+αZ/CHOおよびTC-OPR+αZ/CHOにおいては､百

日咳毒素を前処置 しても､それぞれのアゴニス T.の急性処置によりACは有意に抑

制され､また､4時間のアゴニス ト持続的処置により､有意なAC系の過感受性が形

成された (図2-10)0

anti･ctz
+･oqOx二,oqqx
♂

＼㌔
Li-:㌔

図2-9 CHO素田胞における百日咳毒素非感受性 G蛋白質αZサブユニッ トの発現

(westernblotting)

トーOPR+pTracer-CMV/CHO､LL-OPR+αZ/CHO､K-OPR+pTracer-CMV/CHO､K10PR+az/

cHOから調整した膜標品 (50LLg)をsDS-PAGE(12%ゲル)により分画し､ニト

ロセルロースメンプランにトランス77-した後､抗恥抗体 (azのArg4-Arglgを
認識)を用いて免疫染色した｡
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図2－10Kオピオイド受容体と百日咳毒素非感受性G蛋白質αzサブユニットを早発

　　　　現させたCHO細胞におけるアゴニスト持続的処置によるAC系への影響

　　　　μ一〇PR＋pTracer－CMVICHO（a）、μ一〇PR＋αz／CHO（b）、κ一〇PR＋pTracer－CMWCHO（c）、

　　　　格OPR＋αz／CHO（d）。内因性のGi様G蛋白質の効果を除去するために、各CHO細胞

　　　　を百日咳毒素（2⑪ng！鳳）の存在下（＋prx）あるいは非存在下（一PTX：）で16時間

　　　　培養した。アゴニスト前処置を施していないnaive細胞と、アゴニスト（それぞれモ

　　　　ルヒネ10μM、U69，5931μM）を4時間持続的に前処置したdependent細胞に、ア

　　　　ゴニスト（それぞれモルヒネ10叫M、U69，5931μM）あるいはアンタゴニスト（そ

　　　　れぞれナロキソン1μM、norBNI　10μM）を処置し、　fbrsk。lin誘発cAMP蓄積に対

　　　　する効果を検：討した。＊」FkO，05、＊＊P（0．01（Student奮s　f　test）、　n＝5、
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(8)AC系の過感受性形成に村するAC以降のカスケードの関与

AC系の過感受性形成に､アゴニス ト持続的処置時のcAMP量の持続的な低下､あ

るいはそれ以降の細胞内情報伝達系の持続的な抑制が関与しているかを検討した｡

すなわち,LL-OPR/CHOにおいて､アゴニストの持続的処置時の細胞内cAMP量の持

続的な低下を回避する目的で､forskolinlO叫 M､ホスホジエステラーゼ阻害薬の

IBMX1mM あるいはcAMPの非加水分解型のアナログであるdibutylyicAMP3トLM

を前処置1時間､アゴニス ト(モルヒネ1叫 M)と4時間､同時に処置しておき､細

胞内cAMPのレベルを高い状態に維持した｡しかしながら､いずれの処置において

も､それらの処置を施していない細胞で見られた場合と同様､アゴニストの急性処

置によりACは有意に抑制され､アゴニス トの持続的処置により有意にAC系の過感

受性が形成された (図2-ll)0
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図2－11AC系の過感受性形成に対するforskolin、　IBMXおよびdibutylyl　cAMPの効果

　　　　μ一〇PRICHOにおいて、　fbr8kolin　l　OOμM（a）、　IBMX　l　mM（b）あるいはdibutylyI

　　　　cAMP　3μM（c）を前処置1時間、モルヒネ10μMと共に4時間、計5時間処置し、

　　　　その後直ちにナロキソン1μMを処置し、forskolin誘発cAMP蓄積に対する効果を

　　　　検討した。左のパネルは、ffoskolh1、　IBMXあるいはdibutylyl　cAMP非処置の細胞、

　　　　右のパネルは処置．した細胞を示している。値は全てcAMP　assayの際のfbrskdhl非

　　　　刺激時のcAMP量を差し引いたもので示している。＊＊∫kO．01（Studentls　f　test）、個3－

　　　　5．
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考 察

本研究では､麻薬性鎮痛薬による依存形成 ･禁断症状の発現メカニズムを分子レ

ベルで明らかにするため､クローン化オピオイド受容体を安定的に発現するCHO細

胞を用いて､invitro系での依存形成 .禁断症状発現のモデルと考えられているアゴ

ニスト持続的処置によるAC系の過感受性の形成メカニズム [24､25]について検

討した｡AC系の過感受性の形成は､オピオイド受容体のサブタイプにかかわらず､

比較的短時間 (数分-数時間)のうちに形成された｡また､オピオイド受容体 と同

様にGi蛋白質と共役 LACを抑制することが知られているムスカリン受容体m2サ

ブタイプにおいても､アゴニス トの持続的処置によりAC系の過感受性が形成され

た｡これまでにも､オピオイド受容体､ムスカリン受容体 [59､60]以外にも､Gi

蛋白質共役型受容体のα2アドレナリン受容体[61､62]､ソマトスタチン受容体[63L

Alアデノシン受容体 [64]などにおいても同様にAC系の過感受性が形成されるこ

とが報告されている｡ これらのことより､AC系の過感受性はGi蛋白質共役型受容

体に共通のメカニズムを介して形成されるものであると考えられている [65]｡

これまで､モルヒネなどのオピオイドアゴニストの慢性処置により､脳内におい

てプロスタグランジンE2受容体､β1アドレナリン受容体などのGs連関型受容体 [66､

67]､asサブユニット [66工 あるいはACタイプⅠあるいはタイプⅤⅢ [68､69]な

どの発現量が増加することが報告されており､このようなcAMP産生にかかわる情

報伝達因子の発現量の増加がAC系の過感受性のメカニズムであることが推察されて

いた｡しかしながら､本研究における蛋白質合成阻害薬cyclohEXimideを用いた検討

から､培養細胞レベルでのAC系の過感受性の形成には新たな蛋白質の合成は関与せ

ず､情報伝達調節系の機能的な変化が重要な役割を果たしていることが示された｡

アゴニストを持続的に処置した際､多 くの受容体において脱感作現象が生じるこ

とが知られているが､そのメカニズムの一つにプロテインキナーゼA､プロテイン

キナーゼCあるいはG蛋白質共役型受容体キナーゼによる受容体のリン酸化が深く

関与していることが明らかにされている [70]｡ しかしながら､AC系の過感受性形

成に対 して､各種プロテインキナーゼ阻害薬 (H7､HB､H89､staurosporine､calphostin

c)は影響を与えなかったことから､少なくとも今回用いたプロテインキナーゼ阻

害薬によって阻害されるリン酸化は関与せず､この現象が脱感作現象とは異なった

メカニズムを介するものであることが考えられる｡

これらの結果からAC系の過感受性形成に関わるメカニズムとして､この現象が

Gi蛋白質共役塑受容体に共通のメカニズムを介していると考えられること､受容体

のリン酸化は関与 しないことから､受容体以降の情報伝達調節系の機能的変化が重

要な役割を果たしていると考え､まず､受容体-G蛋白質連関における変化をGTPase

活性を指標として検討 した｡しかしながら､HcAMPovershoot-一現象の発現時に

GTPase活性に変化は見 られず､このACの過活性化がG蛋白質自身の活性化
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(GTPase活性上昇)を伴わずに生 じていることが示されたO

次に､G蛋白質-AC連関が過感受性の形成に必要であるのかどうかを明らかにす

るため､オピオイド受容体とG蛋白質αサブユニットのαi2とα｡との各種キメラα

サブユニット[56]を共発現させたcHO細胞を用いた検討を行った｡このようなリ

コンビナントの各種αサブユニットが過感受性の形成に及ぼす影響を検討するため

には､まず内因性に発現しているGi蛋白質の効果を除去しなければならない｡従っ

て､最初に百日咳毒素によりADPリボシル化を受けるαi2の352番目のシステイン

をグリシンに置換した百日咳毒素非感受性のαi2C352G [57､58]を作製したoこ

れまでに､各種キメラαサブユニットなどを用いてαサブユニットの受容体および

ACとの連関領域に関する検討がなされ､αサブユニットのC末端領域わずか数残基

のアミノ酸が受容体-G蛋白質の選択性を決定 していること [71､72]､αi2のHis245

からThr322の78アミノ酸残基にACとの連関領域が存在すること [56]が明らかに

されているo このような知見を基に､いくつかの百日咳毒素非感受性キメラαi2/叫
サブユニットを作製し､〟オピオイド受容体と共発現させたcHO細胞を樹立した｡

また､これらの各種百日咳毒素非感受性αサブユニットが機能的にオピオイド受容

体と連関しているかを検討するために､百日咳毒素を前処置した細胞から調整した

膜標品におけるアゴニスト刺激によるGTPase活性の上昇を測定した｡その結果､ 〟

オピオイド受容体単独､あるいは野生型のαi2を共発現させた細胞においては､百日

咳毒素の前処置により完全にGTPase活性の上昇が阻害されたのに対 し､αi2C352G､

GQINsl'I､GQIScaI､GIQIを共発現させた細胞においては､百日咳毒素の前処置

によってもGTPase活性の上昇が見られた｡このことは､以前α2aアドレナリン受容

体において得られた結果 [58]と同様､各種百日咳毒素非感受性αサブユニットが

機能的にオピオイド受容体と連関し､アゴニス ト処置によりG蛋白質の活性化を引

き起こしていることを示している｡そこで､これらのCHO細胞株におけるアゴニス

ト持続的刺激によるAC系の過感受性形成能を検討したoまず､ fCオピオイド受容

体単独､あるいは野生型のαi2を共発現させ●た細胞においては､百日咳毒素の前処置

によりアゴニス ト急性処置によるACの抑制効果およびアゴニスト持続的処置によ

るAC系の過感受性形成はどちらも完全に阻害されたが､このことはAC系の過感受

性形成にはアゴニス ト持続的処置時の百日咳毒素感受性Gi棟蛋白質の活性イヒが必要

であることを示している｡ 一方､百日咳毒素非感受性のαi2C352Gを共発現させた

細胞においては､百日咳毒素の前処置によってもアゴニス トの急性処置によりAC

が有意に抑制され､またアゴニス トの持続的処置によりAC系の過感受性が有意に

形成されたことから､発現させたαi2C3526が機能的にACを抑制し､また､この

αi2C352Gを介 してAC系の過感受性が形成されたことが示される｡さらに､オピオ

イド受容体およびACとの連関に必要なαi2のC末側､Met244-phe355の領域のみがαi2

由来で､それよりN末側がαq由来のGQINs''Ⅰを共発現させた細胞においても同様

に､百日咳毒素を前処置してもアゴニス ト急性処置によるACの有意な抑制効果､ア
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ゴニスト持続的処置による有意なAC系の過感受性形成がどちらも見られた｡しか

しながら､オピオイド受容体との連関に必要なαi2のVal332-phe355はαi2由来である

が､それよりN未側が全てcLq由来で､ai2のACとの連関領域を含むMet244-Asn331

を持たないGqIgcaIを共発現させた細胞においては､石目啄毒素の前処置によっ

てアゴニスト急性処置によるACの抑制効果､アゴニスト持続的処置によるAC系の

過感受性形成は､どちらも完全に阻害されたOαi2のACとの連関領域を含むMet244-

Asn331を持つGQINsiIを共発現させた細胞においては､どちらの効果も見られた｡

これらの結果はαi2のMet2441Asn331がAC系の過感受性形成に重要な役割を果たして

いることを示唆しているoさらに､このcti2のACとの連関領域を含むMet2441Asn331

のみが叫由来の領域に置換されたGIQIを共発現させた細胞においても､百日咳毒

素の前処置により､どちらの効果も完全に阻害された｡これらの結果から､AC系の

過感受性の形成にはαi2のACとの連関に関与する領域､Met244-Asn331の存在と機能

保持が必要であるが､ai2の他の領域､すなわちMet1-Arg243あるいはva1332-phe355が

持続的に活性化されてVlようとも､ACを抑制することができないαi2は過感受性を

形成することができないことを示唆している.

一方､オピオイド受容体などのGi共役型受容体は多くの場合､百日咳毒素非感受

性G蛋白質G三とも連関し､ACの活性を抑制することができることが報告されてい

る [73､74]｡本研究において､AC系の過感受性形成が百日咳毒素非感受性G蛋白

質αサブユニットαZを介しても形成されることを明らかにした｡すなわちこのこと

は､αiに限らず､ACを抑制することが可能なG蛋白質αサブユニットが､連関し

ている受容体の連続的な刺激に対応してACの活性を持続的に抑制することが重要

な役割を果たしていることを示唆している｡

これまでの報告において､AC系の過感受性形成はACのアイソザイムに特異的で

あることが明らかにされている [75-78]｡すなわち､アゴニストの急性処置により､

ACのタイプⅠ､V､Ⅵ およびⅥⅡは抑制されるが､逆にACタイプⅢ､Ⅳ､ⅤⅢは促

進され､ACタイプⅢ には影響はなく､またアゴニストの持続的処置により､ACタ

イプⅠ､Ⅴ､ⅤⅠおよびⅤⅢ においてはAC系の過感受性が形成されるが､ACタイプ

Ⅱ､Ⅲ､Ⅳ､ⅤⅡにおいては形成されず､このことはオピオイド受容体の活性化によ

りαiを介して抑制されるタイプのACアイソザイムにおいてのみ､過感受性が形成

されることを示している｡これらの知見を考え併せると､オピオイド受容体などの

Gi共役型受容体においてアゴニス ト持続的刺激により形成されるAC系の過感受性

は､受容体あるいはGタンパク質そのものが持続的に活性化されることよりも､む

しろG蛋白質αサブユニットがACを持続的に抑制することが重要であることが示

唆される｡

さらに､ACより下流のカスケードの関与を検討 したoすなわち､cAMPの持続的

な低下､あるいはそれ以降の細胞内情報伝達系の持続的な抑制がAC系の過感受性

形成に関わっているかを検討するため､アゴニス ト持続的処置時のcAMP量を
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forskolin､皿MXおよびdibutylylcAMPにより高い状態に推持 した.しかしながらい

ずれの処置においても同様にAC系の過感受性が形成されたことより､cAMP量の持

続的な低下による細胞内情報伝達系の機能的変化が関与 しているわけではないこと

が示唆される｡

まとめると､クローン化オピオイド受容体発現細胞を用い､アゴニス ト持続的処

置によるAC系の過感受性形成の分子メカニズムを解析 したところ､その形成に新

たな蛋白質の合成は関与せず､細胞内情報伝達調節系の機能的な変化が重要な役割

を果たしていること､リン酸化の関与は少ないと考えられること､また､受容体あ

るいはG蛋白質そのものが持続的に活性化されることよりも､むしろG葺白質αサ

ブユニットがACを持続的に抑制することが重要であること､またAC以降の細胞内

情報伝達系の機能的変化の関与は少ないことが示唆される (図2-12)0
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図2-12アゴニス ト持続的処置によるAC系の過感受性形成メカニズムに関する仮説
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総括および結論
　本研究において著者は、麻薬依存形成・禁断症状発現のメカニズムおよびその制

御に関して行動および分子i薬理学的研究を行い、以下の新知見を得た。

1．モルヒネ依存マウスにおけるナロキソン誘発跳躍行動はEP3受容体アゴニスト

　を大槽内投与することにより抑制されたが、EP1、　EP2、　P、　FP受容体に対すアゴ

　ニストは何ら影響を与えなかった。また、モルヒネ依存ラットにおいてEP3受容

体アゴニストの側脳室内投与により、ナロキソンにより誘発されるほとんど全て

の禁断症状が抑制された。また、モルヒネ禁断時のラット脳内。－1b5　mRNAの発

現誘導は、大脳皮質、視床、視床下部を含む検討したほぼ全ての脳部位において

抑制され、特に青斑核においては著明かつ有意な抑制作用が見られた。さらに、

青斑核におけるTH　mRNA陽性細胞のほとんど全てにおいてμオピオイド受容体

mRNAが、また、半数以上においてEP3受容体mRNAがそれぞれ発現しているこ

　とを明らかにした。

2．クローン化μ、δ、κオピオイド受容体いずれのタイプを発現させたCHO細

　胞においても、アゴニストi持続的処置によりAC系の過感受性は、比較：的短時間

　（数分～数時間）のうちに形成された。また、その形成には新たな蛋白質の合成

　は関与せず、細胞内情報伝達系の機能的な変化が関与していることが示され

　た。しかしながら、各種プロテインキナーゼ阻害薬によっても、その形成に影響

　は見られず、また、過感受性形成時にGTPase活性の変化は見られなかった。さ

　らに、オピオイド受容体と各種キメラαi2／αqを共発現させたCHO細胞を用いた

検：討を行った結果、過感受性の形成にはαi2のACとの一喫に関与する領域

　（Met244－Asn331）の存在と機i能保持が必要であるが、　AC以降の細胞内情報伝達

系の機能的変化の関与は少ないことを示した。また、AC系の過感受性は百日咳

毒素非感受性α、を介しても形成されることを明らかにした。

　以上、著者は、EP3受容体アゴニストによりナロキソン誘発禁断症状が抑制され

ることを見いだし、その抑制機構の一部に青斑核ノルアドレナリン神経におけるモ

ルヒネ禁断時の神経興奮の抑制が関与していることを明らかにし、Gi蛋白質共役型

受容体がモルヒネ禁断症状を制御しうる可能性を示した。さらに、in　vi日系での麻

薬依存形成のモデルと考えられているAC系の過感受性形成のメカニズムの一部を

明らかにし、G蛋白質一AC連関の重要性を示した。本研究成果は、麻薬依存形成・

禁断症状発現のメカニズムの全容の解明のための重要な知見であり、依存を生ぜず

に強い鎮痛効果を有する新規な鎮痛i薬、あるいは禁断症状に対する有効な治療薬の

創製につながる有用な基礎的知見となり得る。
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