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緒言

　μオピオイド受容体は、モルヒネなどの麻薬性鎮痛薬の主たる受容体であり、鎮痛効

果のみならず、依存や耐性、眠気、便秘といった副作用の発現に重要な役割を担ってい

ることが明らかにされている。また、それらμオピオイド受容体を介した作用には、少

なからず個人差が存在する。臨床の現場において麻薬性鎮痛薬による痙痛治療が必要な

際に、これら作用・副作用の個人差は、投与量の設計や多剤の併用、副作用抑制薬の使

用の判断において、常に問題とされている。さらに、近年μオピオイド受容体は、麻薬

性鎮痛薬以外の薬物・アルコール依存や精神疾患の一部にも関与していることが知られ

ており、これらの治療においても同様に個人差が問題になるケースは多く存在する。μ

オピオイド受容体を介した作用において、個人差が生じるメカニズムを解明し、事前に

予測・制御することが可能となれば、オピオイドを用いたテーラーメイド医療に深く貢

献すると共に、患者にとってより質の高い医療を提供することが出来ると期待される。

　個人差が生じるメカニズムとして、μオピオイド受容体発現量の個人差や、アミノ基

の変異による蛋白の機能変化が考えられ、これらの変化は種々の遺伝子多型に起因する

可能性が示唆されている。こういつた従来解析が非常に困難であった遺伝子多型に起因

する生体機能あるいは薬物作用の相違は、近年著しく進歩を遂げた遺伝子改変動物の作

製等の個体レベルでの分子機能解析法により次第に明らかにされてきている。また一方

で、現在までに、数多くの疾患・病態の遺伝的要因とヒト遺伝子多型との関係が研究さ

れてきた。しかしながら、その多くは欧米人のゲノムを用いた解析で、人種によって遺

伝子多型の有無並びに発生頻度は大きく異なることが知られており、日本人の疾患・病

態と遺伝的要因を扱う上で日本人のゲノムを用いた解析は必須である。本研究において、

著者は、μオピオイド受容体遺伝子に注目して、日本人ゲノムを用いて遺伝子多型を解

析し、薬物依存における個人差との相関を検：討すると共に、μオピオイド受容体遺伝子

改変マウスを用いて、受容体量の変化が、麻薬性鎮痛薬の作用変化、並びにストレス応

答に与える影響を検討した。

　第一章では、日本人健常人のμオピオイド受容体遺伝子多型をゲノムの広範囲にわたっ

て解析し、多くの新規遺伝子多型並びに強度の連鎖不平衡を見いだした。また、覚醒剤

依存患者のゲノムを用いた解析より、intron　2内のSNP、　IVS2＋G691Cにおいて、覚醒剤

依存患者にてGalleleの頻度が高い傾向があり、さらに覚醒剤精神病様症状におけるいく

つかの臨床的知見を基に分類したところ、有意に健常人と異なる多型頻度を示している

ことを見いだした。第二章では、μオピオイド受容体遺伝子欠損マウスを用いて、疹痛

治療においてオピオイドローテーションで使用され、また近年、薬物依存患者の退i薬症

候抑制にも広く用いられるようになった、ブプレノルフィンの鎮痛・報酬効果に関して

検討を行った。ブプレノルフィンによる鎮痛作用はμオピオイド受容体の存在が不可欠

であるが、報酬効果は部分的に他のオピオイド受容体サブタイプが関与していることを

明らかにした。第三章では、アドレナリン・ノルアドレナリン神経系に特異的にμオピ

オイド受容体を過剰発現するトランスジェニックマウスを作製した。さらにμオピオイ

ド受容体ノックアウトマウスとの交配により、ヒトμオピオイド受容体のみをアドレナ
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リン･ノルアドレナリン神経系に特異的に発現するノックアウト･トランスジェニック

マウスを作製し､解析を行った｡遺伝子導入により､モルヒネの鎮痛､耐性及び身体依

存に変化は見られなかったが､ストレスに対する逃避行動に変化が見られ､アドレナリ

ン･ノルアドレナリン神経上のFLオピオイド受容体がス トレス応答か -し感受性に関与

することを明らかにした｡

これらの研究成果について､以下に論述する｡

なお､本文中あるいは表中で使用した略語は以下の通 りである｡

5'F

CAMP

CDNA

CHO

DAMGO

DPDPE

EDTA

IVS

norBNI

PCR

S.C.

SNP

U69,593

UTR

5'什unkingreglOn

cyclicadenosinemonophosphate

complementarydeoxyribonucleicacid

Chinesehamsterovary

Tyr-DIAla-Gly-N-Methyl-Phe-Gly-ol

Tyr-DIPen-Gly-D-Pen-OH

ethylenediaminetetraaceticacid

inteⅣenlngSequence

methamphetamine

norbinaltorphimine

polymerasechainreaction

subcutaneouslnJeCtion

slnglenucleotidepolymorphism

(+)-(5α,7α,8β)-N-methyl-N-[71(1-pyrrolidinyl)1-oxaspino[4,5]dec-8-yl]

benzeneacetamide

untranslatedreglOn

また､遺伝子多型の位置は以下の法則で表記する｡

5'F,5'UTR: 開始コドン (ATG)のAから数えた塩基数 (Aの直前を-1とする)を

majoralleleとminoralleleで挟んで表記

exon領域: 開始コドン (ATG)のAから数えた塩基数 (intron部分を除いて計数)

をmajoralleleとminoralleleで挟んで表記

intron領域: Ⅰvsの後ろに十であれば5'側のexonとの境界から､-であれば3,側の

exonとの境界からを意味し､境界から数えた塩基数をmajoralleleと

minoralleleで挟んで表記｡但し､表中のこれまでに未報告のSNPに関し

て､位置の下二桁をxxと表記｡

3'UTR: 終止コドン (TAA)の直後の塩基を1として数えた塩基数をmajorallele

とminoralleleで挟み､先頭にTAA十を付けて表記
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　　　　　　　　　　　　　　　　第一章

日本人におけるμオピオイド受容体遺伝子多型の同定と

　　　　　　　　覚醒剤依存との相関性の検討

　メタンフェタミンなどの覚醒剤は、モノアミン神経伝達を活性化することでその作用

を発現しており、その中でもドパミンが最も直接的に強化作用に関与していると考えら

れている［1］。ドパミン神経系とオピオイド神経系が相互作用を行うことは、一般的に良

く知られている。これまでに、オピオイド受容体アゴニストが、神経終末でのドパミン

代謝を調節し、シナプス間隙へのドパミン放出を惹起すること［2］や、メタンフェタミン

誘発ドパミン神経伝達の変化を減弱させること［3、4］が報告されている。さらに、近年

の遺伝子欠損動物を用いた実験などからも、両神経系の密接な相互作用の存在が示され

ている［5－7］。それ故、オピオイド受容体の機能的変化が、覚醒剤依存並びに覚醒剤精

神病様症状の形成され易さにおいて、個人差を生じさせている可能性が考えられる。

　μオピオイド受容体は、内因性のオピオイドペプチドや麻薬性鎮痛薬が、鎮痛作用並

びに依存形成、耐性形成、禁断症状といった様々な副作用を発現する上で、非常に重要

な役割を担っていることが明らかにされてきた。さらに最近では、麻薬性鎮痛薬以外の

薬物やアルコールに対する依存や精神疾患の一部にもその関与が知られてきている［8－

ll］。オピオイドや非オピオイドの薬物による依存形成に、μオピオイド受容体遺伝子多

型が、促進ないし抑制的に影響する可能性が考えられる。これまでに、μオピオイド受

容体遺伝子の多型研究において、主に欧米人（Caucasian、　Afhcan－Amedcan）の遺伝子を

用いて、翻訳領域や5’UTR並びにintronの一部を中心に多型の存在が示されている［12

－14］。中でもアミノ基変異を引き起こす一塩基多型A118Gに関し、培養細胞系にて発現

させた変異型受容体において、内因性リガンドの一つ、βエンドルフィンの結合親和性

が上昇すると報告され、注目を集めている。さらに様々な人種において、Al18Gを中心

に麻薬・アルコール依存に関して調べられてきたが、関連性の有無は研究者によって異

なっており、統一した結論には至っていないのが現状である［15－21］。一方で、現在まで

に数多くの疾患・病態の遺伝的要因とヒト遺伝子多型の関係が研究なされてきた。しか

しながら、その多くは欧米人のゲノムを用いた解析であり、人種によって遺伝子多型の

有無並びに発生頻度は大きく異なることが知られているので、日本人の疾患・病態と遺

伝的要因を研究する上で、日本人のゲノムを用いた解析は必須である。そこで本研究で

は、覚醒剤依存の中でも日本国内で最も依存患者が多いメタンフェタミン依存、並びに

覚醒剤精神病様症状の形成され易さにおける個人差と、日本人におけるμオピオイド受

容体遺伝子多型との相関性を明らかにすることを目的として検討を行った。
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方法

(1) 研究対象

研究は､JapaneseGeneticsInitiativeforDrugAbuse(JGIDA)に所属する日本国内の精

神病院 (精神科)に入院中及び退院した､wHOの診断基準ICD-10DCRでF15.2及びF15.5

を示す､メタンフェタミン依存患者128名 (男性99名､女性29名､平均年齢35.9±1.0

歳)､並びに､主に医療従事者で過去及び家族に薬物依存歴がなく､また精神疾患を患っ

ていない､健常人179名 (男性139名､女性40名､平均年齢34.6±1.5歳)を対象に行っ

た｡また､健常人での多型頻度の解析の結果､エクソン1並びにイントロン2において､

これまでに報告されてきた多型頻度と非常に異なる頻度でSNPが観察されたため､この

2領域に関しては､健常人サンプルをそれぞれ34名並びに53名追加して､解析を行った｡

診断は､2人の熟練した精神科医による問診と､病院の記録を含めた入手可能な全ての情

報を基に行われた｡また､依存患者のうち､統合失調症､器質精神症候群､並びに他の

精神性疾患を患った経歴のある患者は､研究対象より除外した｡ また､研究対象は全て

日本人で､その出生並びに居住地域は､北九州､瀬戸内､東海並びに関東地方に限局さ

れていた｡本研究は､JGIDAに所属する各機関での倫理審査にて承認を得た後､全ての

研究対象者に､ゲノムサンプルを今回の研究に用いることに対しての､文書による同意

を得て行った｡

(2) 覚醒剤精神病棟症状における症例分類解析

臨床情報を基にメタンフェタミン依存患者を分類して行った解析では､患者を以下の

4項目に関してグループに分け､解析を行った｡

(A)Latencyofpsychosis (使用開始から妄想 ･幻覚が発症するまでの期間)

･3年以内に発症 (n=54,平均年数=0.83年)

･3年以上経過後に発症 (n=53,平均年数=9.98年)

(B)Prognosisofpsychosis (使用停止後､妄想 ･幻覚が持続する期間)

･translent (n=72,1ケ月以内に消失)

･middle (n=17,1ケ月から6ケ月で消失)

･prolong (n=26,6ケ月以上持続)

(C)Spontaneousrelapse (再燃性の有(n=86)蘇(n=42))

(D)Polydrugabuse (多剤乱用)

･none (n=36,メタンフェタミンの単独乱用)

･easilyaccessibledmgonly (n=49,アルコール､シンナーに乱用歴)

･heavy (n=43,モルヒネ､ヘロイン､大麻などに乱用歴)

また､メタンフェタミン依存患者のうち､各項目に関して臨床情報が得られなかった

患者は､本解析から除外した｡

(3) Genotyping

ゲノムサンプルは､各対象者より採取した血液検体から､通常のフェノール抽出法を
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用いて精製した。すなわち、全血に対して3倍量の溶血試薬（0．lmM　EDTA、155　mM

NH　CI）を加え、室温で10分間放置した後、遠心し、沈殿を再懸濁させた後に、Proteinase
　　　　　

K処理、RNase処理を行い、遠心して得られた上清から、フェノール・クロロホルム抽出

さらにエタノール沈殿を経て、ゲノムDNAを調整した。ゲノムDNAを鋳型として、　KOD

Dash（TOYOBO、東京）を用いてPCR法を行い、エタノール沈殿にて精製後、シークエ

ンス用の鋳型DNAとした。μオピオイド受容体遺伝子の5’側非翻訳領域（5’UTR並び

に5’nanking　region）は、開始コドンより上流5765　bpまでの領域を2つのPCR増幅（一

5765～一2272、一2612～421）を行うことで、目的とする全域を増幅した。エクソン1、エ

クソン2－3（イントロン2を含む）、エクソン4（終止コドンより下流2952bpを含む）、さ

らにイントロン1及び3の一部は、それぞれの箇所別にPCR法によりDNA断片の増幅を

行った（増幅領域は図1－1参照）。3’側非翻訳領域（3’UTR並びに3’且anking　region）

は、終止コドンより下流13830bpまでの領域を、4つのPCR増幅（TAA＋2004～6288、

4980～10376、8292～12120、11260～14677）を行うことで、目的とする全域を増幅し

た。これらのPCR産物を鋳型として、　Big　Dye　Te㎜inator　V3．1　Cycle　Sequencing　Ready

Reaction（アプライドバイオシステム、東京）を用いたシークエンス法により塩基配列を

解読し、遺伝子多型の解析を行った。まず初めに、健常人のゲノムサンプル44例を使用

し、増幅したPCR断片の全領域を、計152本のプライマーを用いて、μオピオイド受容

体遺伝子上に高頻度で見られる多型を見いだした。次に全エクソン領域と、高い頻度

（Allelic　frequency＞5％）で観察される多型を含む領域に関して、残りの健常人サンプル

及びメタンフェタミン依存患者サンプルのゲノムDNAを用いて、μオピオイド受容体遺

伝子の多型解析を行った。プライマーは、National　Center　of　Biotechnology　Information

（Genebank　Accessions　no．　NT－023451）にて公開されている遺伝子配列を参照にして、設

計を行った。

（4）　統計解析

　健常人とメタンフェタミン依存患者のサンプル問での多型頻度の有意差検定は、カイ

ニ乗検定を用いて行った（有意水準α＝0．05）。また、全ての多型に関して、カイ晶晶検

定を用いてHardy－Weinberg（HW）平衡の検討を行った。連鎖不平衡解析並びにハプロタ

イプ解析においては、健常人179例とメタンフェタミン依存患者128例の遺伝子型情報

を、Arlequin　program（http：〃anthro．unige．ch／arlequinで入手）［22］を用いて解析した。連鎖不

平衡の尺度を示す値であるD’値並びにr2値は、以下の定義に基づき算出した。

定義：SNP　AとSNP　Bとがあり、それぞれのalleleをA，aとB，bとする。　SNP　AとSNP　B

とが作る4haplotypesをAB，Ab，　aB，　abとし、それぞれのhaplotype頻度をPAB，　PAb，　P。B，　P、b

とすると、

D＝P　×P－P　×P
　　　　　　　Ab　　　　　　　　　aB　　　　　　　　　　　
（D＞0のとき）

D’＝（pAB×P。b－pAb×paB）／Minimum（（（pAB＋P。B）×（P、B＋P。b））・（（pAB＋pAb）×（pAb＋P。b）））

（D＜0のとき）

D’＝（PAB×P。b－PAb×P、B）／Minimum（（（PAB＋P。B）×（PAB＋PAb）），（（P出＋Pab）×（PAb＋Pab）））
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r2 E（P。，×P。b－P。、×P出）2／｛（P。，＋P。、）（P。，＋P出）（P出・P。b）（P。、＋P。b）｝

但し、MinimUm（（（PAB＋P。B）×（P。B＋P。b）），（（PAB＋PAb）×（pAb＋p。b）））は、（pAB＋p。B）×（P。B＋p。b）と

（PAB＋PAb）×（PAb＋P。b）との内、値の小さい方をとることを意味する。

　繰り返し多型における、健常人とメタンフェタミン依存患者サンプルの多型頻度の有

意差は、モンテカルロ法を基に作製されたCLUMP　program［23】を用いて行った。

　ハプロタイプ解析の結果から、HaploBlockFinder　Version　O．6（http：〃cgi．uc．edu／cgi－bin／

kzhang／haploBlockFinder．cgi）を用いて連鎖ブロックを推定した。
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結果

(1) 日本人ゲノムにおける〃オピオイド受容体遺伝子多型の解析

まず始めに､〃オピオイド受容体遺伝子多型を同定するため､日本人健常人のゲノム

DNAを用いて､仝エクソン領域､イントロン領域の一部､さらに3'並びに5'の非翻訳

領域に関して､PCR増幅の後､配列の解読を行った (解析範囲は図1-1参照)｡この領域

において､39の新規遺伝子多型と､既に他人種を用いた研究にて報告されている3つの

sNPを､日本人ゲノム上に兄いだした (表 1-1)｡日本人で見られた39のSNPのうち､

transversion変異が37で大半を占め､transition変異は2箇所であった｡また､これら全て

の多型は､HW平衡にあったことから､集めたサンプルに偏 りがないことも確認された｡

日本人のゲノム上では､5'非翻訳領域にて14のSNPが確認されたが､これまでに同じ

領域で報告されていた24のSNPは見られなかった[13]｡また､他人種を用いた研究で以

前に高い多型頻度で報告されていた､C17Tなどのその他の翻訳領域に存在するSNPも観

察されなかった[13､15-21]｡さらに､Al18GとⅠvs2+G691Cの二つのSNPに関しては､

その多型頻度は日本人ゲノムでは､それぞれ45.3%と81.9%であり､これまで欧米人を中

心に報告されてきた多型頻度､それぞれ7.5-25.8%と42.5-53.3%と比較して､著明に高い

頻度で観察された[13､15-21】｡

また興味深いことに､イントロン3及び3'非翻訳領域に見られたsNPのうち､一部に

おいて多型がほぼ同時に観察され､連鎖不平衡解析においてD'値1.000を示した｡そこ

で､この連鎖不平衡ブロックのサイズを検討するため､例数を減らし(3genotypeに関し

て各5例ずつ)､終止コドン(TAA)より下流約14kbpまで解析範囲を広げたところ､さら

に新たに56の遺伝子多型を兄いだし､そのうち27の遺伝子多型は､上述の連鎖不平衡に

ある多型群と同時に確認され､連鎖不平衡解析においてD'値並びにr2倍が共に1.000を

示す完全連鎖不平衡の関係にあった (表 1-2)｡

(2) 〃オピオイド受容体遺伝子多型におけるハプロタイプ解析と連鎖不平衡解析

次に､兄いだした多型のうち､多型頻度が5%以上であった10箇所のSNP(intron3か

ら3'非翻訳領域にかけて存在する完全連鎖不平衡を示すsNP群に関しては､そのうちの

一つTAA+A2109Gを代表とした)に関して､Arlequinprogramを用いてハプロタイプを

推定し (表ト3)､そのハプロタイプ頻度を基に連鎖不平衡解析を行った (表1-4)｡34の

ハプロタイプが推定され､そのうち3%以上の高頻度でみられるものは7ハプロタイプで

あった｡また､上述のTAA+A2109GのGalleleは､5番のハプロタイプでのみ見られ､他

のいくつかのSNPも同様の傾向があった｡また､D'値を算出したところ､ⅠVS3+G59xxA

及びⅠvs3+A22xxGを除き､全てのSNPの組み合わせにおいて､有意な連鎖不平衡が確認

された｡また､より厳しい指標であるr2倍においても､intron3と3'非翻訳領域の3つ
のSNPにおいて有意な連鎖不平衡が観察され､そのうちの1つは上述した完全連鎖不平

衡を示す多型群の一つTAA+A2109Gであった｡また､ハプロタイプ解析の結果から､4

つの連鎖ブロックが推定された｡
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表1－1日本人健常人のゲノム上で見られたSNPとその多型頻度

　　■　　　　・oosltlon SNP　name
Amino　acid Allelic Sample Reported

substitution 丘equency 9Slze

Allelic丘equency

5’且anking　region A－55xxG く1．5％ 44

and　5’UTR C－53XXT ＜15％ 44

A－53XXG ＜15％ 44

C－52xxT ＜1．5％ 44

G－50xxA ＜1．5％ 44

G－49xxA ＜15％ 44

C－451xxA． ＜1．5％ 44

T－26xxG ＜15％ 44

A－26xxC ＜1．5％ 44

T－26XXC ＜15％ 44

T－24XXC ＜15％ 44

C－16XXT ＜15％ 44

G－6xxT ＜15％ 44

G－4XXT ＜1．5％ 44

Exon　1 A118G Asn40Asp 45．3％ 213 7．5－25．8％

Intron　l IVS1－A49xxG 一 2．7％ 187

IVS1－A49XXG 一 2．7％ 187

IVS1－G46xxA 一 ＜L5％ l13

IVS1－T45XXG ■ 2．7％ 113

IVSl－T44XXG 一 ＜1．5％ 113

Intron　2 IVS2＋G31A 一 2．6％ 232 4．2％

IVS2＋G5XXA 一 ＜15％ 232

IVS2＋G691C 一 8L9％ 232 42．5－53．3％

Intron　3
IVS3＋G58XXA 一 44．4％ 179

IVS3＋G59xxA 一 13．1％ 179

IVS3＋A61XXG 一 925％ 179

IVS3＋A84XXG 一 9．2％ 179

IVS3＋C841xxr 一 31．3％ 179

IVS3－G　88XXA 一 9．5％ 179

3「UTR TAA＋G8XXA 冒 10．8％ 97

TAA＋T　l　3XXC 一 く1．5％ 97

TAA＋T　13XXC 一 10．8％ 97

TAA＋G16XXA 騨 ll．4％ 44

TAA＋GI7XXA 暉 5．7％ 44

TAA＋C20XXT 一 ll．4％ 44

TAA＋A2109G 一 8．4％ 179

TAA＋A22xxG 一 ll．7％ 179

TAA＋G22XXA ■ 90．8％ 179

TAA＋G23XXC 一 8．4％ 179

9



表1－2　μオピオイド受容体遺伝子3’非翻訳領域に見られる多型と連鎖不平衡

TAA＋ reporte m勾or　allele mjnor　allele H） TAA＋ reporte m句or　aHele mj皿or　allele H）

A G A ＊ A13 A16 A13 ＊

T T C C C T

T T C ＊ A G

A G A ＊ G A G ＊

一2000 G G A T T A
2000． C C T ＊ T G T ＊

G G A 一10000 C A C ＊

A A G ＊ C C A
A A G A4 A3 A4 ＊

G A G ＊ A T A ＊

G G C （＊） A G
G G C G G A
T T C T G T ＊

G G A C T

G G T ＊ C A C ＊

C A CA　17 CA17 CA　14 ＊

G G T ＊ A A G
G G T TCTC ■ TCTC ＊

一4000 T C T T C

4000一 A G T C T ＊

A6 A5 A6 零 Trrc 騨

＊

A A C G G A ＊

一6000 A A G A C A ＊

6000一 A A C C T

T T G ＊ C C T ＊

C G C ＊ 一12000 A C

322b 一 12000一 A A G ＊

C C T ＊ A G
A 塵 T T C ＊

T C T ＊ T C

一8000 A G G ＊ G C

8000一 C T C ＊ T15 T14 T15

C T T ＊ 一14000 G T

G A A ＊

距離は終止コドン（TAA）からの塩基数で表している。reportedはgenebank配列での遺伝型、

m勾or、　minorはそれぞれ日本人のゲノム上で多数派と少数派の遺伝型を表している。表中

括弧内の数値は前の塩基の繰り返し数、”一”は欠失ないし挿入を意味する。LD（Linkage

disequilibdum）欄の＊は有意且つ完全連鎖不平衡（D’＝1．000、　r2＝1．000）であった多型群

に属する多型で、（＊）は有意に連鎖不平衡（D・＝1．000）であった多型であることを示す。
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表レ3健常人におけるμオピオイド受容体遺伝子多型のハプロタイプ

No． frequency A118G
IVS2

{G691C
　IVS3
{G58xx

　IVS3
{G59xx

　IVS3
{A61xx

　IVS3
{A84xx

　IVS3
{C84xxT

掘＋A2109 描＋A22xx 襟＋G22xx

1 4．9％ A C A G G A C A A A
2 3．0％ A C G G G A C A A A
3 24．6％ A C G G G A T A A A
4 6．5％ A G G A G A C A G A
5 5．4％ A G G G A G C G A G
6 35．9％ G C A G G A C A A A
7 3．6％ G C G G G A T A A A
8 16．1％ 27 haplotypes with　lower freqUenCieS　leSS than　three ercents

sum 100．0％

　頻度が3％以下の27ハプロタイプ（全体の16．1％）に関しては、纏めて8番として記

載した。

表1－4　健常人におけるμオピオイド受容体遺伝子多型間の連鎖不平衡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D

r2

Locus Al18G
@　　　旨＋G691C ＋G58xxA

　　　　　…

{G59xxA＋A61xxG ＋A84xxG ＋C84xxT＋A2109G ＋A22xxG ＋G22xx

AI18G
㌔遵、輪二垣．

c｝欝95　．弐浄ド 漁襯…熱626 諾諾：
　卍

ｯ葺登劔 0，633 ．論難… 0，458 ；導卿〆

　IVS2
{G691C 0，125 1鋤

　　　　一ルE1戴擁跡織・鱗1・嚢同率r勲癬 0，672 碗麟
　IVS3
{G58xxA

0．453io．134［　　　　1

昏乱掛
嬉鐵　　　　ト、義§酵墜曝：、1「’　　　　　　㍑?G騨琴♂ 0，535 、鞭鱗

　IVS3
{G59xxA

α052！0．341　0．102　　　　　　　　　　1

…0．023 0，009

琴1：：麟轡　；凌蝋態 「ち：勘・蓼ヌ・㍉脚卜

＋A61xxG
0．054！

O．201　0．04710．000　　　　　　　　　　　　　　　　E

、晦1甥
鰻⑳三擁鋤響…　　　：紮戦1

；嘆，

　IVS3
{A84xxG

　　　　1
O．069　　0．284

1

0，063
0．000！0．001・
@　　　　　　　　　1　　　　ト

　　　　0．034

@…越葦　　　　　　　　　　　誠
A触一　　　　講＝叫．，毒、　　　　　　　占

@　　　’薫喉一

　IVS3
{C84xxT

α1591α・62匝2911α・69 0，046　　　　1 緬為瓢

　　0。009

ﾁ趣雛

@、舞盤…li　ii…

@彰晦；畷謝i礎

　TAA
{A2109G 0，061

0．241　　0．055　　　　1

0，037

O，Oll

0．001　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．042　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x・噸iii「’
讐

　TAA
{A22xxG

　　　　：
O．024　　　　0．266　　　　0．030　　　　0．484　　　　1　　　　　　　　　　　　　1

0，014 0・035旨0・014E

　TAA
{G22xxA 0．070　　0．284 0，063 0．000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．046　　　　　　　　　　　0．O14　　1

　連鎖不平衡解析の結果、D’値（表右上）が有意且つ0．7以上を示す多型の組み合わせ

を、明灰色で表し、さらにr2値（表左下）も有意且つ0．5以上である組み合わせに関して

は、暗灰色で表している。
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表1－5　健常人おけるμオピオイド受容体遺伝子の塩基繰り返し多型

number　of　repeats 11 12　　13　14　15

IVS3
@　（GT）n

control（2n＝358）

@　　　　　　　　　　　　（％）

35

i9．8）

　1　284　33　　5
i0．3）（79．3）　（9．2）（1．4）

number　of　repeats 2 一　　8　　9　　10 11　12　　13 14　15　16　17

IVS3
@（32bp）n

control（2n＝358）

@　　　　　　　　　　　　（％）

34

i9．5）

一　　1　12　100
@　　（0．3）（3．4）（27。9）

33　118　18
i9．2）（33．0）（5．0）

9　　6　25　　2
i2．5）（1，7）（7．0）（0．6）

括弧内の数値は全体における％を表す。

　さらに、μオピオイド受容体遺伝子上において、SNP以外のいくつかの塩基繰り返し

多型を新たに見いだした。イントロン3内で、二塩基繰り返し多型IVS3（GT）11－15、並びに

32塩基の繰り返し多型IVS3（32bp）｝17が観察された（表1－5）。これら繰り返し多型は非常

に多様性があったものの、表1－4に示す10SNP全てとの間で有意な連鎖不平衡が確認さ

れた（P＜0．05）。

（3）　μオピオイド受容体遺伝子多型とメタンフェタミン依存・覚醒剤精神病様症状との

相関

　μオピオイド受容体遺伝子多型とメタンフェタミン依存・覚醒剤精神病様症状との相

関を検討するため、健常人における連鎖不平衡解析・ハプロタイプ解析の結果より、5％

以上の多型頻度で、推定された連鎖ブロック内のSNPを代表する4箇所のSNPを選択し、

まず、全メタンフェタミン依存患者における多型頻度を解析し、健常人の多型頻度との

表1－6健常人とメタンフェタミン依存患者におけるμオピオイド受容体遺伝子多

型の多型頻度の比較

健常人 メタンフェタミ ン依存患者

LOCUS Genotypic　data Allelic　data Genotypic　data A皿ehc　data

allelic a皿elic

number　　實ecuency number number　　　　丘ecuency　　P　value number　　　　　Pvalue

A　67（0．31） A233（0．55） A　49（0．38） A　l52（059）
A118G AIG　99（0，46）45．3％ G　l93（0．45） AIG　54（0．43）40．6％ G　lO4（0．41）

G　47（0．22） G　　25　（0．19）　　　　P＝0．43 P＝0．23

tota1　213 tota1　426 total　l28 total　256

G　　6（α03） G　84（0．18） G　l2（0．09） G　67（0．26）
IVS2 GIC　72（0．31）81．9％ C380（0．82） GIC　43（0．33）73．8％ C　l89（0．74）

＋G691C C　l54（0．66） C　　73　（057）　　　　　P＝0．012 P＝0．011

total　232 464 total　l28 tota1　256

一

A　　2（0．Ol） A　27（0．08） A　　1（0．Ol） A　28（0．lI）
IVS3 G！A　23（0．13）92．5％ G　331（0．92） GIA　26（0．20）89」％ G　228（0．89）

＋A6］xx1　G G　l54（0．86） G　lO1　（0．79）　　　　P＝0．21 P＝0．15

total　179 tota1　358 total　l28 total　256

一

C　85（0，47） C246（0．69） C　73（0．57） C　188（0．73）

IVS3 （ンT　76（0．42）31．3％ T　112（0．31） c！r　42（o．33）26．6％ T　68（0．27）
＋C8∠xx7T T　l8（0．10） T　　l3　（0．10）　　　　　P＝0．209 P＝0．21

total　179 tota1　358 total　l28 tota1　256

健常人との比較で有意に多型頻度が異なっていたもののみを記載する
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表1－7健常人とメタンフェタミン依存患者におけるμオピオイド受容体遺伝子多

型のハプロタイプ頻度の比較

Control 　　MAP
р?@endent

Haplotype

frequency frequency AI18G
IVS2

{G691C
　rVS3
{A61xx

　WFS3
{C84xx

1 1．4％ A C A C
2 0．2％ A C A T
3 10．9％ 11．0％ A C G C
4 24．3％ 23．2％ A C G T
5 5．7％ 10．9％ A G A C
6 9．2％ 12．7％ A G G C
7 1．7％ 1．5％ A G G T
8 40．0％ 37．8％ G C G C
9 4．9％ 1．8％ G C G T
10 0．3％ G G A T
11 1．5％ 0．9％ G G G C

表1－8健常人とメタンフェタミン依存患者におけるμオピオイド受容体遺伝子多

型間の連鎖不平衡の比較
　　　　　　　　　　　　　　　　　D璽

r2

Locus A118G 　IVS2
{G691C

　r＞FS3　i　WS3
{A61日目G1＋C84・αT

Al18G 繍欝；1…欝顯1…臓

　rVS2
{G691C

0，125
O，195　　　　1

奪1鱗灘i、・、、 　　｝L　㍉　　　　FF”ww

撃奄堰F；勲3ダ

　IVS3
{A61xxG

　　　　　　　　　　　1O・054…0・2010．084　　0．346 　ヒ

S。㈱準

　rVS3
{C84XXT

　　　　　　　　　　　　　　　　　10．159　　　　0．062　　　　0．037

O．156　　1　0．071　　i　O．044　　i

　連鎖不平衡解析の結果、D・値（表右上）が有意且つ0．7以上を示す多型の組み合わせ

を、明灰色で表している。表の各組み合わせの、上の数値が健常人、下の数値がメタン

フェタミン依存患者のゲノムにおける、連鎖不平衡解析の結果を表す。

比較を行った（表1．6）。メタンフェタミン依存患者においては、IVS2＋G691Cの多型頻度

が73．8％と、健常人の81．9％と比較して低く、遺伝子型（genotype）は有意に異なってお

り（P＝0．023　カイニ乗検定）、Allele頻度の比較においてもCalleleが多く、有意に健：常

人と異なっている（P＝0．023　カイニ乗検定）ことが明らかとなった。また、IVS3＋

A84xxGにおいても、有意ではないものの、　G　alleleの割合が高い傾向が確認された。

　次に、メタンフェタミン依存患者の遺伝子多型情報から、arlequin　programを用いてハ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13



プロタイプを推定し（表1－7）、そのハプロタイプ頻度を基に連鎖不平衡解析を行い、健

常人と比較した（表1－8）。健常人とメタンフェタミン依存患者間で有意な差は見られな

かった（Pニ0．40）ものの、ハプロタイプ5番及び6番において、健常人と比較してメタンフェ

タミン依存患者の頻度が高い傾向を示した。両ハプロタイプの違いは、intron　3から3’非

翻訳領域にかけて存在する完全連鎖不平衡を示すSNP群のうちの一つIVS3＋A61xxGの

alleleタイプのみの違いであった。また、4SNPにおける連鎖不平衡解析では全ての組み

合わせでD’値は有意な値を示していたが、r2値はいずれも有意な値を示さなかった。

（4）覚醒剤精神病様症状における症例分類解析

　メタンフェタミン依存患者を、臨床情報を基に、覚醒剤精神病様症状の症例によって

分類し、解析を行った（表1－9）。覚醒剤の使用開始から妄想・幻覚を発症するまでの期

間で分類したところ、3年以内に発症した群において、健常人と比較して、3箇所のSNP

（A118G、　IVS2＋G6glC、　IVS3＋A61xxG）の多型頻度が低い値を示し、遺伝子型が有意に

異なっていた（それぞれ、P＝0．040、　P＝0．0085、　P＝0．027）。IVS2＋G691Cに関しては、メ

タンフェタミン使用開始から3年以上経過した後に、妄想・幻覚が発症した群においても

同様に、健常人と比較して有意に遺伝子型が異なっていた（P＝0．039）が、発症までの

期間が短い群の方が、より大きく異なる傾向を示した。次に、覚醒剤の使用停止から妄

想・幻覚が消失するまでの期間で分類したところ、1ヶ月以内に比較的速やかに消失した

群において、IVS2＋G691Cの多型頻度が低い値を示し、健常人と比較して有意に遺伝子型

が異なっていた（P＝0。0034）。また、再燃性の有無に関して分類した場合も、再燃性が

見られた群において、同様にIVS2＋G691Cの多型頻度が低い値を示し、健常人と比較し

て有意に遺伝子型が異なっていた（P＝o．O14）。最後に、多剤乱用を指標として分類し、

解析を行ったところ、メタンフェタミンにのみ舌L用歴があった群において、2箇所のSNP

（IVS2＋G691C、　IVS3＋C84xxT）の多型頻度が低い値を示し、健常人と比較して有意に遺

伝子型が異なっていた（P＝0．0059、P＝0．014）。
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表1－9　健常人と覚醒剤精神病様症状により分類したメタンフェタミン依存患者間

でのμオピオイド受容体遺伝子多型の多型頻度の比較

健常人 メタンフェタミン依存患者

Locus group　l group　2 group　3

例数　　　多型頻度 例数　　　多型頻度 例数　　　多型頻度 例数　　　多型頻度

（1）妄想・ 幻覚の発症時期 3年未満 3年以上

A　67（0．31） 25（0．46） 20（0．38）

A118G A／G　99（0．46）45．3％ 24（0．44）315％　Pニ 25（0．47）38．7％　P＝

G　47（0．22） 5（0．09）　　0．0404 8（0．15）　　0．4691

total　213 54 53

G　6（0．03） 6（0．11） 5（0．09）

rVS2 GIC　72（0．31）81．9％ 20（0．37）70．4％　P＝ 19（0．36）72．6％　P＝

＋G691C C154（0．66） 28　（0．52）　　　　　　0．0085 29　（0．55）　　　　　　0．0394

total　232 54 53

A　2（0。Ol） 0（0．00） 10，O19
rVS3 GIA　23（0．13）92．5％ 15（0．28）86．1％　P＝ 70．132915％　P；
＋A61xxG G154（0．86） 39　（0．72）　　　　　　0．0269 45　0．849　　　　　　0．9060

total　l79 54 53

（2）妄想・ 幻覚の持続期間 　　●ganslent middle rolon　ed

G　6（0．03） 8（0．11） 0（0．00） 3（0．12）

IVS2 GIC　72（0．31）81．9％ 27（0．38）70．1％　P＝ 5（0．29）85．3％　Pニ 8（0．31）73．1％　P＝

＋G691C C154（0．66） 37　（051）　　　　　　0．0034 12（0．71）　　　　　　0．7807 15　（0．58）　　　　　　0．0596

total　232 72 17 26

（3）再燃性の存在 　　●獅盾煤@exlst 　●??撃唐

G　6（0．03） 6（0．07） 5（0．12）

IVS2 G！C　　　72　（0．31）81。9％ 30（0．35）75．6％　P謬 14（0．33）71．4％　P＝

＋G691C C154（0．66） 50　（0．58）　　　　　　0．1250 23　（0．55）　　　　　0．0143

total　232 86 45

（4）多剤乱用 none easil　accesibie　dru hea

G　6（0．03） 5（0．14） 3（0．06） 1（0．02）

IVS2　　　●

{G691C
G／C　72（0．3D81．9％

@C154（0．66）

ll（0．31）70．8％　Pニ
Q0　（0．56）　　　　　　0．0059

15（0．31）78．6％　P＝
R1　（0．63）　　　　　0．4401

18（0．42）76．7％　P＝
Q4　（0．56）　　　　　　0．3801

total　232 36 49 43

C　85（0．47） 24（0．67） 24（0．49） 22（051）
rVS3 Cπ　76（0．42）31．3％ 6（0．17）25．0％　P＝ 22（0．45）28．6％　P＝ 17（0．40）29．1％　P＝

＋C84xxT T　l8（0．10） 6（0．17）　　0．O137 3（0．06）　　0．6986 4（0．09）　　0．9104

total　179 36 49 43

解析は健常人の連鎖不平衡解析から、推定される連鎖ブロックを代表する4箇所のSNP全

てで行い、そのうち、有意に健常人と多型頻度が異なっている群が存在した多型のみを

記載している。

15



考察

　本実験において、多くの新規遺伝子多型をμオピオイド受容体遺伝子上で見いだし

た。日本人サンプルにおいて、翻訳領域に存在する多型はエクソン1に存在し、アスパ

ラギンがアスパラギン酸に変化するAl18Gのみであった。このアスパラギンは、7回

膜貫通型受容体であるμオピオイド受容体のN末端に存在する5箇所のglycosylation部

位のうちの1箇所と考えられている。これまでに工臨異型受容体を発現させたfηγf加

の実験において、内因性オピオイドペプチド、βエンドルフィンの結合能が上昇して

いるが、他のリガンドに対しては影響を与えないことが報告されている［15］。また、μ

オピオイド受容体遺伝子多型研究の多くが、この多型に焦点を当ててきたが、薬物並

びにアルコールに対する依存との相関性に関しては否定的な結果が多かった【15－21］。

本実験において、Al18Gの多型頻度は、健：常人とメタンフェタミン依存患者との比較

では、これまでの報告と同様に有意な差は見られなかったが、メタンフェタミン依存

患者を覚醒剤精神病様症状により分類した際に、いくつかの群で健常人と比較し有意

に多型頻度が異なっていた。A118Gの多型頻度はAsian　populationにおいて他の人種と

比較し、高い多型頻度を示す［15－21］。Case－control　studyにおいて、要因と遺伝子多型の

相関性の解析における検出力は、危険因子と考えられる多型頻度が50％の時に最も高

くなるため、日本人のメタンフェタミン依存患者における、Al18Gの相関性が示され

たことも考えられる。しかしながら、Al18Gにおける相関性は、危険率に対しBon一

∬erroniの補正をかけた場合（危険率5％を解析した数4で除した1．25％を危険率と設定

した場合）、有意傾向に留まっており、その相関性は他の多型と比較し低いことも考え

られる。

　一方で、メタンフェタミン依存並びに覚醒剤精神病様症状により分類した際に、μ

オピオイド受容体遺伝子の翻訳領域以外の多型との相関性が、より強いことが示され

た。著者は、日本人サンプルのμオピオイド受容体遺伝子5’領域において14のSNP

を見いだし、大半が開始コドンより上流3－6kbpに位置していた。しかし、欧米人のゲ

ノムを用いた解析で報告されてきた、開始コドンより上流1－3kbpに位置するSNPは全

く見られなかった［13］。これまでに、ヒト及びマウスの5’非翻訳領域の配列の相同性

比較を行い、両配列で非常に相同性の高いプロモーター領域と考えられる配列とは別

に、開始コドンより上流25－4．5kbpにかけて、非常に高い相同性が見られることが報

告されている［12］。さらに、マウスゲノムの5’F領域にて、二塩基繰返し配列（GT）nが

存在し、マウスの種差によるμオピオイド受容体発現量の違いに影響を与えているこ

とが示唆されている［12］。日本人のμオピオイド受容体ゲノム上では、開始コドンより

上流5．6kbpまでには高頻度の多型は見られなかったが、イントロン及び3’非翻訳領

域において、繰り返し多型を含む多くの高頻度多型が見られた。近年、マウス及びヒ

トのμオピオイド受容体においてスプライシングによる変異体が存在する可能性が報

告されている［24、25］。また、CXBKマウスにおいて、3’非翻訳領域の配列の長さの

違いが、μオピオイド受容体発現量に影響を与えていることも報告されている［26・

27］。本実験において、特にIVS2＋G691Cなど、メタンフェタミン依存・覚醒剤精神病

と相関性を有していた多型は、Al18Gを除き、全てイントロンに位置していた。これ
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野

までのところ、これらの多型がメタンフェタミン依存に寄与するメカニズムは明らか

にされていないが、μオピオイド受容体遺伝子の転写調節やmRNAの安定性並びにス

プライシングに相違をもたらし、μオピオイド受容体タンパク質の発現量に影響を与

えている可能性が示唆される。

　さらに、OPRM内には強い連鎖不平衡が存在することが新たに明らかとなった。特

にイントロン3から3’非翻訳領域の終止コドン下流13kbpまで続く約31kbpに点在す

る、完全連鎖不平衡を示す多型群は、μオピオイド受容体遺伝子の約1／3にわたるこの

領域において相同性遺伝子組み替えが起こっていないことを示唆している。これまで

に、マウスμオピオイド受容体mRNAの全長は、約12－14　kbpであることも報告されて

おり［27］、μオピオイド受容体遺伝子の3’非翻訳領域は、終止コドンより下流10kbp

程度であることが推測され、この完全連鎖不平衡は、μオピオイド受容体遺伝子の3’

非翻訳領域全域に存在することが示唆される。メタンフェタミン依存に対する相関性

は有していなかったものの、今後、この連鎖が何らかの疾患・症状に影響を与えてい

るのか、また、有用な遺伝子マーカーとなりうるのか、さらなる検討が必要である。

　メタンフェタミン依存患者を臨床情報を基に分類し解析したところ、妄想・幻覚の

発現時期、持続期間並びに再現性の有無において、いくつかのSNPで健常人と比較し

て有意に多型頻度が低い群が見られた。このことは、メジャーalleleを持つ群の方が、

メタンフェタミンによる覚醒剤精神病を発症し易いことを示唆している。また、多剤

乱用を指標として分類し検討したところ、メタンフェタミンにのみ乱用歴がある患者

において有意な差が見られた。多剤乱用を形成している群は、メタンフェタミン依存

形成にいたる要因として、遺伝要因よりもむしろ環境要因の寄与が大きいのではない

かと考えられる。このため、メタンフェタミンにのみ乱用歴がある患者の方がより遺

伝的要因を反映しており、本解析で健常人と比較し有意に低い多型頻度を示したこと

が考えられる。また、この結果は、これまで行われてきた薬物とアルコールの両者に

対し依存を形成している患者を対象とした研究において、μオピオイド受容体遺伝子

多型との相関性が否定されていたことと一致している［13、16］。

　オピオイド神経系は、様々な薬理作用において重要な役割を果たしている。これま

で、オピオイド神経系と依存に関する研究は、主にモルヒネやヘロイン等のオピオイ

ドによる薬物依存を中心としてなされ、近年アルコール依存に関する研究もなされて

はきたものの、覚醒剤との関係は殆ど報告されていなかった。メタンフェタミンは、

ドパミン神経のシナプス終末においてドパミントランスポーターによりサイトゾル内

に取り込まれ、ドパミンの再取り込みを阻害し、さらにシナプス間隙へのドパミン遊

離を惹起し、シナプス間隙のドパミン濃度を上昇させることで、ドパミン神経系を活

性化すると考えられており［28】、これまで行われてきたメタンフェタミン依存の遺伝子

多型研究の多くはD2、　D4受容体やドパミントランスポーター並びに代謝酵素に焦点が

あてられてきた［29－32】。一方、μオピオイド受容体は、アルコールやコカイン依存の

形成に関与していることが、近年の遺伝子改変マウスを用いた研究を中心として明ら

かにされてきており［8－ll］、さらにこれまでの様々な薬理学的研究からドパミン神経

を介した依存形成のメカニズムにオピオイド神経系が関与していることが示唆されて

きた［5、33－35］。これまでに、ドパミン神経の持続的な活性化により、シナプス間隙
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における内因性エンケファリン類の量の減少や、μオピオイド受容体発現量の増加が

引き起こされることが報告されている。また、ドパミンD2受容体のノックアウトマウ

スにおいてモルヒネの報酬効果が消失していることも報告されている。さらに、カテ

コラミンの主要な代謝酵素の1つであるCOMT遺伝子上の機i能的な遺伝子多型が、痛

みに対する応答を変化させることも報告されている［36］。また、オピオイドがドパミン

神経系を介した報酬システムを滑性化させるという報告もある。μオピオイド受容体

ノックアウトマウスにおいて、ドパミンD2受容体量が海馬において有意に低下してい

ること［9］も明らかとされている。これらの知見は、オピオイド神経系とドパミン神経

系の間に両方向性の調節機構が存在していることを示唆している。

　本研究の成果は、μオピオイド受容体の遺伝子多型、特にIVS2＋G691Cが、メタン

フェタミン依存並びに覚醒剤精神病における脆弱性に関する有用な遺伝子マーカーの1

つと考えられることを示唆している。また、μオピオイド受容体を介した作用におけ

る様々な個人差には、翻訳領域以外の遺伝子多型によるμオピオイド受容体発現に対

する何らかの調節機構の違いが大きく寄与している可能性を示している。
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鼠

　　　　　　　　　　　　　　　第二章

　　μオピオイド受容体遺伝子欠損マウスを用いた

ブプレノルフィンの鎮痛・報酬効果のメカニズム解析

　第一章において、μオピオイド受容体遺伝子多型が覚醒剤依存・覚醒剤精神病様症状

と相関性を有していることを明らかにし、それら相関性を有する多型が非翻訳領域に存

在していたことから、これら遺伝子多型により発現量の相違が引き起こされ、個人差を

生じる要因となっている可能性が示唆された。そこで第二章では、遺伝子の欠損によっ

てμオピオイド受容体の発現量が変化しているノックアウトマウスを用いて、実際に臨

床現場で広く用いられているブプレノルフィンの作用の変化を解析し、μオピオイド受

容体発現量の差が鎮痛作用・報酬効果に与える影響を検討した。

　ブプレノルフィンは、長時間持続型のオピオイド受容体部分アゴニストとして、痺痛

治療や薬物依存の治療に広く用いられてきた。これまでに、ブプレノルフィンは、μオ

ピオイド受容体を介した鎮痛作用を有することや、モルヒネによるμオピオイド受容体

を介した鎮痛作用を拮抗することが報告されてきた［37－39］。また、ブプレノルフィンの

脊髄くも膜下腔内投与によるtail－Hick法で見られる鎮痛効果が、κオピオイド受容体アン

タゴニストnorB　NIにより阻害されるものの、酢酸法においてκオピオイド受容体アゴニ

ストU50，488Hによるライジング行動の抑制効果をブプレノルフィンが阻害することも明

らかとされている［40、41］。一方で、ブプレノルフィンのδオピオイド受容体を介した作

用は、部分アゴニストとして作用することが報告されているが、相反する報告もなされ

ており、まだ不明瞭な点が多い［42、43］。それ故、ブプレノルフィンの鎮痛効果に関して

も、各サブタイプの関与が考えられるものの、未だその作用機序は明確にされていない。

　また、ブプレノルフィンは、オピオイド依存の患者に対する治療に広く用いられてき

た［44、45］。しかしながら、いくつかの研究において、ブプレノルフィンは報酬効果を有

し、実験動物において反復自己投与を生じさせることが報告されており［46、47］、ブプレ

ノルフィン自体への依存が生じる可能性が示されている。これまでにオピオイド受容体

サブタイプ選択的といわれる作動薬・拮抗薬を用いた様々な研究がなされてきたが、ブ

プレノルフィンの薬物依存治療における有用性や報酬効果において、オピオイド受容体

の各サブタイプがどのように関与しているのかは、未だ明らかにされていない。

　近年、μオピオイド受容体遺伝子を欠損させたノックアウトマウスが作製され、様々

な新しい知見がもたらされた。これまでに、モルヒネの鎮痛・報酬効果が共に消失して

いることが明らかとされている［48－51］。さらに、δオピオイド受容体アゴニストである

DPDPEの鎮痛効果も、顕著に減弱していることが明らかとされている［52、53］。μオピ

オイド受容体ノックアウト（MOR－KO）マウスにおいて、δ及びκオピオイド受容体の

発現量変化は見られていないことから［49、50、52］、μオピオイド受容体は、μオピオイ

ド受容体選択的リガンドのみならず、他のオピオイドリガンド、とりわけ非選択的なオ

ピオイドリガンドにおいて、その作用の発現に中心的な役割を果たしていることが考え

られる。そこで、本実験では、MOR．KOマウスを用いて、ブプレノルフィンの鎮痛・報
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酬効果発現における〃オピオイド受容体発現量の影響を検討した｡併せて､もともとオ

ピオイド受容体を発現していないCHO細胞に､ヒト〃､∂､〟オピオイド受容体cDNA

をトランスフェクションして､受容体各サブタイプを安定的に発現するクローン化cHO

細胞を樹立し､ブプレノルフィンの結合特性並びにアゴニスト活性を検討した｡

方法

(1) 使用動物

MOR-KOマウスは､曽良らにより作製された〃オピオイド受容体エクソン1を欠損さ

せたマウスを用いた[50]｡ホモ及びヘテロMOR-KOマウス並びに野生型マウスは､遺伝

背景をC57BL6Jとした[51]ヘテロMOR-KOマウス同士の交配によって作製し実験に用い

た｡実験操作並びに飼育環境は､東京都精神医学総合研究所の動物委員会並びに研究倫

理審査委員会により承認され､全てのマウスは動物実験指針に沿って扱った｡マウスは､

1ケージ6匹以内とし､室温24±1℃､湿度50%､12時間毎の明暗周期 (明期8:00-
20:00)下で飼育し､自由に水及び餌を摂取させた｡

(2) 薬物調整

マウスに投与する薬物は､全て生理食塩水に溶解し､10mlAigの用量でマウスに投与出

来るよう濃度の調整を行った｡ブプレノルフィン (bupreno叩hinehydrochloride)､ナロキ

ソン (naloxonehydrochloride)､ナルトリンドール (naltrindolehydrochloride)及びnorBNI

(norbinaltorphiminehydrochloride)はsigmaChemicalCo.(St.Louis,USA)から購入した｡モ

ルヒネ (morphinehydrochloride)は三共(東京)より購入した｡DAMGOとDPDPEはpen-

insulaLaboratoriesLtd.(Merseyside,UK)から購入した｡069593はUpjohn(Kalamazoo,USA)

より購入した｡[3H]DAMGO(50.5Ci/mmol)､[3H】DPDPE(33.0Ci/mmol)､[3H]U69593(47.5

Ci血mol)はDuPont-NewEnglandNuclear(Wilmington,USA)より購入した｡

(3) 鎮痛検定

熟的抗侵害受容作用の検定には､体重20-35g(10週齢以上)のマウスを用いて実験を

行った｡Hot-platetestは､アクリル製の観察用ケージで覆われたアルミニウム製のHot-

Plate(ModelMKl350A､室町機械､東京)を用い､WoolfeとMacDonaldの方法[54]を一

部改変して行った｡Hot-plateは52℃に保ち､マウスを観察ケージに入れてから､licking､

bitingあるいはjump行動を呈するまでの時間を測定した｡火傷による損傷を防ぐために

cut-offtimeを60秒とした｡Tai1-flicktestは､感光装置にて自動計測するTai1-flickunit(Model

MK-330A､室町機械､東京)を用い､D'Amourとsmithの方法[55]を一部改変して行った｡

マウスを体が動かないようにフェルト地のタオルで緩やかに固定し､尾部に放射熱刺激

を与え始めてからflick反応を呈するまでの時間を自動計測した｡火傷による組織損傷を

防ぐためにcut-offtimeを15秒とした｡実験操作に対する馴化は､薬物投与前の一日間の

み行った｡

ブプレノルフィンは､1マウスに対し20分間隔で0.1､0.2､0.7､2.Omgn(gを皮下注射

にて投与し､蓄積投与総量がそれぞれの注射の時点で､0.1､0.3､1.0､3.Omgn'gとなる
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ようにした。Soraらの相加蓄積投与方法［51］に従い、　tail－Hick　test並びにhot－plate　testをブ

プレノルフィンの皮下注射の20分後に連続して行い、両鎮痛検定の直後に次の用量の投

与を行った。モルヒネは10mg，塩gを皮下注射にて投与し、投与20分後にtail－nick　test並

びにhot－plate　testを連続して行った。各検定における薬物による熱鋼索侵害受容作用は、

％MPEにて表した。

　％MPE＝（薬物投与後の閾値一投冷語の閾値）／（cut－off　time一投良識の閾値）×100％

（4）条件付け場所嗜好性試験

　条件付け場所嗜好性試験：には、体重20～35g（10週齢以上）のマウスを用い、Conditioned

place　preference装置（ニューロサイエンス、大阪）を使用した。床面が滑らかで遮光して

ある黒い部屋（17．5×15×17．5cm）と、床面が凸凹で採光してある白い部屋（17．5×15

×17．5cm）の2コンパートメントからなる装置を用いた。　Pre及びPost　conditioning　test

phaseでは、二箇所の穴（各6×6cm）のあるマウスの出入りが自由な仕切により両コン

パートメントを隔て、各マウスの両コンパートメント内での滞在時間並びに部屋間の移

動回数をコンピューターにより自動計測した。また、conditioning　phaseでは、穴のない仕

切を用いることで、マウスの動きを一方のコンパートメント内に制限した。装置は、防

音・遮光箱の中に静置し、装置内を約401uxの明るさとなるように照明を調節した。

Pre－conditioni　hase　1－3日目

　まず、1日目と2日目にマウスが両コンパートメントを自由に探索できる状態で、マウ

スを装置内に静かに置き15分間（900秒）放置した（装置への馴化作業）。3日目に同様

の操作を行い、各マウスについて15分間の各コンパートメントでの滞在時間を測定し、

より長く滞在したコンパートメントをプレファレンスコンパートメントとした。なお、一

方のコンパートメントに滞在した時間が、総時間の80％（720秒）を超えたマウス、ある

いは2日目に一方のコンパートメントに600秒以上滞在して、3日目には他方のコンパー

トメントに600秒以上滞在したマウスについては、統計から除外した。また、3日目の床

面が滑らかで黒色のコンパートメントでの平均滞在時間と、床面が凸凹で白色のコンパー

トメントでの平均滞在時間に有意な差は見られなかったことから、条件付け前には、ど

ちらか一方のコンパートメントに対して嗜好性を示すことはないことが確認された。

Conditioni　hase　4－7日目

　4日目には、ブプレノルフィン（1．O　mg／kg）か生理食塩水を皮下投与し、直後に各マウ

スを黒色ないし白色のコンパートメントに50分間閉じこめた。5日目には、4日目とは逆

の処置（すなわち、4日目に生理食塩水を処置したマウスにブプレノルフィンを、ブプレ

ノルフィンを処置したマウスに生理食塩水をそれぞれ皮下投与）を行い、4日目とは逆側

のコンパートメントに50分間閉じこめた。6日目と7日目は、それぞれ4日目と5日目と

同様の操作を各マウスに対して行った。ナロキソン（1．O　mg／kg）、ナルトリンドール（25

mg／kg）及びnorBNI（5．O　mg／kg）はブプレノルフィンないし生理食塩水の処置を行う10

分前に皮下投与した。薬物処置を行うコンパートメントは、プレファレンスコンパート

メントが黒い部屋か白い部屋でマウスを2群に分け、各群内でコンパートメント及び薬物
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処置に関して数のバランスがとれるように､4日目に黒い部屋､白い部屋のどちらに閉じ

込めるか､薬物､生理食塩水のどちらの処置を行うかを決定した (カウンターバランス

演)｡

Testphase(8日目)

8日目には､再びマウスが両コンパートメント間を自由に探索できる状態で､pre-con-

ditioningphaseと同様の試行を行い､15分間 (900秒)の各コンパートメントでの滞在時

間を測定した｡

conditionigphaseにおいて薬物処置を行ったコンパートメントでの､8日目の滞在時間

と3日目の滞在時間の差をcppスコアとし､その値が正であったとき､薬物の報酬効果

ありと評価した｡

(5)ヒトオピオイド受容体各タイプを安定的に発現するCHO細胞株の樹立

cHO細胞を10%ウシ胎児血清､50U/mlペニシリン､50pg/ml硫酸ス トレプトマイシ

ンを含むハムF12培地で､37℃､5%CO2下培養した｡ヒト大脳皮質より抽出したtotalRNA

を鋳型とし､RTIPCR法によりヒトiL､8､xオピオイド受容体cDNAを得た｡得られた

cDNAを発現ベクターpcDNA3にサブクローニングし､リポフェクチン法によりCHO細

胞にトランスフェク下した｡500pg/mlのG418存在下で培養し､生存するコロニーを[3H]

DAMGO､【3H】DPDPE､[3H]U69593を用いた結合実験により選別し､オピオイド受容体各

タイプを高レベルで発現している細胞株MOR/CHO､Do且/CHO､KOR/CHOを得た｡

(6)受容体結合実験

MOR/CHO､DOR/CHO､KOR/CHOをTriS媛衝液 (TriS50mM (pH7･4)､MgC1210mM､

EDTAlmM)中でホモジナイズした後､30,00Og､20分間の遠心で得られたペレットを

緩衝液中に再懸濁し､これを租膜標品とした｡各チューブあたり､タンパク量として401

60pgの租膜標品､放射性標識リガンドとして2nM[3H]DAMGO､2nMl3H]DPDPEある

いは3nM[3H]U69,593､及び種々の濃度のリガンドを加え､25℃で60分間インキュベ-

下した｡各チューブの内容物を0.1%polyethyleneimineで前処置したWh atmanGF/Cフィ

ルター上で液過し､フィルターに捕集された放射活性を液体シンチレーションカウンター

で測定した｡各リガンドの結合阻害定数 (Kl) は､標識リガンドの結合を50%置換する

ために必要な濃度 (IC5.倍)から､cheng&Prusoffの式により計算した｡データは7から

15回の実験結果の平均値 (±標準誤差)で表している｡

(7)CAMPassay

MOR/CHO､DOR/CHO､KOR/CHOを24wellプレ一日こ1×105cells/wellで播種し､37

℃で12-24時間培養した｡培地を除去し､HEPES-bufferedsalineO.5ml(140mMNaCl､

4･7mMKCl､1･2mMMgC1,､llmMglucose､15mMHEPES､pH7･4)で1回洗浄後､CAW

分解酵素阻害剤である3-isobuty1-llmethylxanthine(柑MX)1mM を含むHEPES-buffered

salineO.45ml中で37℃､10分間プレインキュベーションした｡100pMforskolin (最終

濃度10pM)､1mMIBMX及び種々の濃度のリガンドを含むHEPES-bufferedsaline50Lil
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駆

を加え反応を開始し、37℃で10分間インキュベーションした。氷冷した10％トリクロロ

酢酸0．5mlを加えることで反応を停止させた後、　cAMPをエーテル抽出し、ラジオイムノ

アッセイ法により定量した。cAMPの定量におけるIC5。値は、フォルスコリンにより誘発

されるcAMP蓄積の各リガンドによる最大抑制効果（Imax）の50％を発現するのに必要

な濃度として計算：した。データは3から5回の実験結果の平均値（±標準誤差）で表して

いる。

（8）統計解析

　ブプレノルフィン及びモルヒネの熱的抗侵害受容作用の評価は、ANOVA並びにStu－

dent－Newman－Keuls　post　hoc　test及びpaired匹testを用いて行った。有意差検定は、　Tukey－

Kramer　testを用いて行った。条件付け場所嗜好性試験における場所嗜好性の評価は、

paired卜testを用いて行った。遺伝子型、並びに薬物処置によるグループ問の有意差検定

は、Fisher’sPLSD　post　hoc　testを用いて行った。危険率5％以下をもって有意であると

判断した。cAMP　assayにおけるImax値の検：定はStudent’s卜testにより行い、5％の危険率

で有意差を判定した。
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結果

(1)抗侵害受容作用

野生型､ホモ及びヘテロMOR-KOマウスにおけるブプレノルフィン投与による熟的抗

侵害受容作用を検討した｡ブプレノルフィン投与 (S.C.)により､hot-plate法及びtail-flick

法ともに､野生型マウス(ANOVA:p<0.0001;F=8.38;df=4,75,p<0.0001;F=34.18;df=
4,75,respectively)とヘテロMOR-KOマウス(ANOVA:p<0･0001;F=6･96;df=4,95,p<
0.0001;F=16.83;df=4,95,respectively)において､有意な%MPEの上昇を示した (図2-

1)｡一方､ホモMOR-KOマウスにおいては､3mgA(gの高用量においても､ ブプレノル

フィン投与による有意な%MPEの上昇は､hot-plate法及びtail-flick法ともに認められな

かった｡また､野生型マウスにおけるブプレノルフィンの鎮痛効果は､hot-plate法及びtaiL

flick法ともに､検定した全ての用量において､ヘテロ及びホモMOR-KOマウスと比較し

有意に強かった (p<0.05)｡一方､tail-flick法においては､ヘテロMOR-KOマウスで見ら

れるブプレノルフィンの鎮痛効果は､検定した全ての用量において､ホモMOR-KOマウ

スと比較し有意に強かったが (p<0.05)､hot-plate法においてはこれら両群間に有意な差

は見られなかった｡

また､モルヒネ(10mgnigs.C.)投与により､ブプレノルフィンと同様に､hot-plate法及

びtail-flick法ともに､野生型マウスとヘテロMORIKOマウスにおいて有意な鎮痛効果を

示し (pairedt-test:p<0.05)､ホモMOR-KOマウスでは有意な作用を示さなかった (図2-

2)｡さらに野生型マウスにおけるモルヒネの鎮痛効果は､hot-plate法及びtai川ick法と

もに､ヘテロ及びホモMOR-KOマウスと比較し有意に強かったが (p<0.05)､ブプレノ

ルフィンとは異なり､hot-plate法及びtail-flick法ともに､ヘテロMOR-KOマウスとホモ

MOR-KOマウスとの間で有意な差が見られた (p<0.05)｡

(2)報酬効果

野生型､ホモ及びヘテロMOR-KOマウスにおける､ブプレノルフィン(1.0mgn(gs.C.)

投与による報酬効果を検討した｡ ブプレノルフィンは野生型マウスにおいて､条件付け

を行ったコンパートメントへの滞在時間を有意に上昇させた(cppscore=154±18.paired
t-test,p<0.0001)｡さらに､ヘテロ(CPPscore=96±24.pairedトtest,p<0.005)及びホモ
(CPPscore=73±18.pairedt-test,p<0.001)MOR-KOマウスにおいても､滞在時間は有意
に上昇していた(図2-3)｡また､one-wayANOVAにより検討したところ､ブプレノルフィ

ンによる場所曙好性は遺伝子型により有意に異なっていることが示され(p<0.05;F=4.33;
df=2,53)､野生型マウスは､ホモ及びヘテロMOR-KOマウスと比較し､有意なCPPscore
の上昇が見られた(p<0.05)｡一方､ヘテロMOR-KOマウスとホモMOR-KOマウスとの

間でブプレノルフィンによる場所曙好性の形成に有意な差は見られなかった｡

次に､ホモMOR-KOマウスにおける､各種オピオイド括抗薬による場所噂好性の変化

を検討した (図214)｡非選択的オピオイド括抗薬のナロキソン (1.Omgnigs.C.)単独処置

では､これまでの報告と同様に【56】､場所噂好性の変化を全く示さなかった(cppscore=
-4±29)｡また､∂オピオイド受容体選択的アンタゴニスト･ナルトリンドール単独処置､
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藍

a）Hot－plate　test
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b）Tail－flick　test
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図2－1野生型、ヘテロ及びホモMOR－KOマウスにおけるブプレノルフィンの

　　　　鎮痛作用

　野生型（n＝16）、ヘテロMOR－KO（n＝20）、ホモMOR－KO（n＝15）マウスにおけ

る、ブプレノルフイン相加蓄積投与（s．c．）によるA）hot－plate法及びB）tail－nick法での

％MPEの変化。4P＜0．05　vs野生型マウス、＊P＜0．05　vsヘテロMOR－KOマウス（Tukey－

Kramer　test）。
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A）Hot－plate　test
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B）Taii－flick　test
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図2－2野生型、ヘテロ及びホモMOR－KOマウスにおけるモルヒネの鎮痛作用

　野生型（nニ13）、ヘテロMOR－KO（n＝14）、ホモMOR－KO（n＝11）マウスにおけ

る、モルヒネ10mg！kg投与（s．c．）によるA）hot－plate法及びB）tail－nick法での％MPE。

＋P＜0．05pre　vs　post　molphine　treatment（pairedかtest）。4P＜0．05　vs野生型マウス、＊P＜0．05　vs

ヘテロMOR－KOマウス（Tukey－Kramer　test）。
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及びκオピオイド受容体選択的アンタゴニスト・norBNI単独処置は、それぞれ場所嫌悪

性（CPA；naltrindole　CPP　score＝一25±25）及び場所嗜好性（norBNI　CPP　score＝36±18）を示す

傾向が見られたが、いずれも有意な変化ではなかった。

　さらに、ホモMOR－KOマウスにおいて見られる、ブプレノルフインの場所嗜好性に対

する各アンタゴニストの影響を検討した（図2－4）。ナロキソン前処置後のブプレノルフィ

ン投与では、条件付け側のコンパートメントにおける滞在時間に変化は見られず（CPP

scoreニ13±17）、　one－way　ANOVAにてナロキソン単独処置群及びブプレノルフィン単独

処置群と解析したところ、薬物処置による有意な差が見られ（P＜0．05；F＝3．72；df＝2，53）、

ナロキソンの前処置にてホモMOR－KOマウスにおけるブプレノルフィンの報酬効果が有

意に減弱していることが明らかとなった（P＜0．05）。一方、ナルトリンドール及びnorBNI

の前処置によっては、ブプレノルフィンの場所嗜好性に有意な変化は見られなかったも

のの（the　CPP　score＝33±35　and　45±22，　respectively）、ともに減弱させる傾向があること

180
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窃
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8
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図2－3　野生型、ヘテロ及びホモMOR－KOマウスにおけるブプレノルフィンの

　　　報酬効果（条件付け場所嗜好性試験）

　野生型（n＝18）、ヘテロMOR－KO（n＝18）、ホモMOR－KO（n＝20）マウスにおけ

る、ブプレノルフイン（1．O　mg／kg　s．c．）によるconditioned　sideでの滞在時間の変化。＊P＜0．05

pre－vs　post－conditioning　time　spent（paired　t－test）。4P＜0．05　vs野生型マウス（Fisher’sPLSD

post　hoc　test）o　n．s．　not　significanto
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図2-4 ホモMOR-KOマウスにおける各種オピオイ ド括抗薬の作用 と､ププレノ

ルフィンの報酬効果に対する前処置における影響(条件付け場所噂好性試

験)

ホモMOR-KOマウスにおける､ナロキソン (n=18)､ナルトリンドール (n=8)及

びnorBNI(n=8)単独処置､並びにナロキソン (n=18)､ナルトリンドール (n=10)

及びnorBNI(n=10)前処置を行ったブプレノルフィン処置による､conditionedsideでの

滞在時間の変化｡W<0.05vsブプレノルフィン単独処置群 (Fisher'spLSDposthoctest)｡

*P<0.05pre-vspost-conditioningtimespent(pairedt-test)｡n.S.notsignificant｡

が示された｡

(3)受容体結合親和性

ブプレノルフィンのオピオイド受容体各サブタイプにおける親和性を検討するために､

ヒト〃､∂及び〝オピオイド受容体を安定的に発現する細胞株 (MOR/CHO､DOR/CHO及

びKOR/CHO)を作製した｡作製した細胞から調整した細胞膜標品に対し､それぞれのサ

ブタイプに選択的な放射性リガンド[3H]DAMGO､[3H]DPDPE及びPH]U69593は高い結合

親和性を示し､Kd値はそれぞれ､1.7±0.3nM(n=4)､2.2±0.2nM(n=4)及び2.5±0.2nM

(n=3)､Bmax値はそれぞれ2300±160,3000±270及び5000±450血01/mgproteinであっ
た｡

ブプレノルフィンは､MOR/CHO,Do且/CHOあるいはKOR/CHOの膜標品において､

[3H】DAMGO､[3H]DPDPEあるいは[3H】U69593結合を競合的に阻害し､各オピオイド受容

体サブタイプに対し､高い結合親和性を有していた(図2-5a)および表2-1)｡ブプレノル
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図2－5　ブプレノルフィンのヒトオピオイド受容体各サブタイプに対する作用

　a）MORICHO，　DORICHO及びKOR／CHOの膜標品に対する、［3H］DAMGO、［3H】DPDPE

及び［3H］U69593結合のブプレノルフィンによる阻害。　n＝II－15。

　b）MOR／CHO，　DORICHO及びKOR／CHOにおけるフォルスコリン誘発cAMP蓄積のブ

プレノルフィンによる抑制。
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フィンのμオピオイド受容体に対するKi値はモルヒネと同程度であり、また、δ及びκ

オピオイド受容体に対するKi値はモルヒネより低く、より高い結合親和性を有している

ことが明らかとなった。

（4）アゴニスト活性

　次に、MORICHO，　DORICHO及びKORICHOにおけるフォルスコリン誘発cAMP蓄積に

対するブプレノルフィンの効果を検討した。ブプレノルフィンは、オピオイド受容体の

3サブタイプ全てにおいて、濃度依存的にフォルスコリン誘発cAMP蓄…積を抑制した（図

2．5b）。ブプレノルフィンの最大抑制効果（Imax）は、　MOR／CHO並びにKORICHOにお

いてモルヒネより有意に低い値を示しており、DORICHOにおいては有意ではないものの

モルヒネよりわずかに低い値を示していた（表2－1）。一方、ブプレノルフィンのIC5。値は

全ての細胞、特にDOR／CHOにおいて、モルヒネと比較し低い値を示していた。

表2－1ブプレノルフィン及びモルヒネのヒトオピオイド受容体各サブタイプに

　　　　対する結合特性とアゴニスト活性

MOR／CHO　　　DORICHO　　　KORICHO
competitive　binding　assay

Ki　value　nM

buprenorphine　　　12．4±　　3．5 154　±　27 108　±　27

morphine　　　21．0±　3．7 524　±　83 247　±　13

cAMP　assa
lC・・（nM）

buprenorphine 3．7±　0．5 5．5±　　1．3 20．6±　　6．4

morphine 25．0±　9．0 610　±220 340　±160

1max％
buprenorphine 66．0±　4．7＊ 75．7±　2．8 57．3±　4．1＊

morphlne 88．0±　3．1 83．7±　2．7 84．3±　　3．3

＊P＜0．05vs　morphineのImax値（student’s飢est）
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考察

　本実験において、tail－flick法及びhot－plate法のいずれの検定法においても、ブプレノ

ルフィンによる鎮痛作用は、ヘテロマウスでは有意に減弱しており、ホモマウスにお

いては、完全に消失していることが示された。ブプレノルフィンはμオピオイド受容

体のみならず、δ及びκオピオイド受容体に対しても作用することが報告されており

［57、58］、そのことは、ヒトクローン化オピオイド受容体発現細胞を用いた本研究にお

いても確認された。しかしながら、ブプレノルフィンによる鎮痛作用はμオピオイド

受容体遺伝子量の減少に依存して減弱した。この結果は、異なるラインのμオピオイ

ド受容体ホモノックアウトマウスを用いて検討を行い、tail－flick法におけるブプレノル

フィンの熱翠蔓侵害受容作用消失を示した、Lutfyらの最近の報告と一致する［59］。こ

れらの知見から、ブプレノルフィンによる熱的抗侵害受容作用では、μオピオイド受

容体が中心的な役割を果たしていることが示唆される。また、ブプレノルフィンと同

様の結合特性を示すペンタゾシンやブトルファノールなどの他の拮抗性鎮痛薬も、そ

の鎮痛作用の発現にμオピオイド受容体が中心的な役割を果たしている可能性が考え

られる。

　これまでに行われてきた研究や本実験の結果から、δ及びκオピオイド受容体に対

しても低結合親和性を有するμオピオイド受容体作動薬モルヒネの鎮痛作用は、複数

のラインのヘテロMOR－KOマウスにおいて鎮痛効果に減弱が見られ、ホモMOR－KOマ

ウスにおいては完全に消失していることが明らかとされている［49－51］。また、δオピ

オイド受容体に比較的選択的なDPDPEも、MOR－KOマウスにおいてその鎮痛作用が減

弱していることが示されている［52、53】。さらにC57BL／6やBALB／cといったマウス種

と比較し、約半分程度しかμオピオイド受容体の発現が見られないCXBKマウス種に

おいても、モルヒネやκオピオイド受容体選択的作動薬のU50488Hによる鎮痛効果が

減弱していることも報告されている［26、27］。一方で、モルヒネによる鎮痛作用はδオ

ピオイド受容体ノックアウトマウス［60］やκオピオイド受容体ノックアウトマウス［61］

においては、変化が見られないことも報告されている。これらのことから、オピオイ

ド受容体リガンド、特にブプレノルフィンやモルヒネによる鎮痛作用発現においては、

μオピオイド受容体が中心的な役割を果たしていると考えられる。また、本実験にお

いて、モルヒネ及びブプレノルフィンの鎮痛効果は、いずれもμオピオイド受容体遺

伝子量依存的であったが、hot－plate法による検定において、ヘテロMOR－KOマウスに

おけるブプレノルフィンの鎮痛作用は極めて弱くホモMOR．KOマウスと比較し有意な

差が見られなかった。この結果は、ブプレノルフィンによる上位中枢性の潜熱的侵害

受容作用は、特にμオピオイド受容体発現量減少による影響を受けやすい可能性を示

している。本実験の結果は、μオピオイド受容体発現量の個人差が、オピオイドによ

る痺痛治療において重要であることを示唆している。

　一方、ブプレノルフィンの条件付け場所嗜好性試験では、さらに興味のある結果が

ホされた。ブプレノルフィンの報酬効果は、鎮痛作用と同様に、μオピオイド受容体

の遺伝子量依存的に減弱が見られたが、ホモMOR－KOマウスにおいても、依然として

有意な報酬効果が見られることが明らかとなった。この結果は、ホモMOR．KOマウス
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において､モルヒネによる場所時好性が完全に消失しているというこれまでの報告[51､

62】と対照的であった｡さらに､このホモMOR-KOマウスにおいて見られるブプレノル

フィンの報酬効果は､ブプレノルフィンによる条件付け期間において､非選択的なオ

ピオイド受容体括抗薬のナロキソンを前処置することによって､完全に消失すること

が示されたことより､∂及び〝オピオイド受容体の関与が示唆された｡また､∂オピ

オイド受容体選択的括抗薬ナルトリンドール､並びに〟オピオイド受容体選択的括抗

薬norBNIの前処置により､いずれもホモMOR-KOマウスにおいて見られるブプレノル

フィンの報酬効果を減弱させる傾向が見られたことから､両オピオイド受容体サブタ

イプが共にブプレノルフィンの報酬効果に関与していることが明らかとなった｡

これまでに､野生型マウスでの実験において､ 〝オピオイド受容体選択的作動薬の

処置では､条件付け場所嫌悪反応が誘発されるのに対して[63､64]､∂オピオイド受容

体選択的作動薬の処置では､条件付け場所噂好性が誘発されること[65]が報告されてい

る｡ さらに､〝オピオイド受容体括抗薬により､野生型ラットにおいて場所噂好性が

誘発されることも報告されており[66]､内因性の〝オピオイド受容体ペプチドのダイノ

ルフィンによる､嫌悪ないし報酬を弱めるような､情動系に対する恒常的な作用の存

在が示唆される｡ これらの結果は､報酬効果においては､〃及び∂オピオイド受容体

は促進的に関与しており､ 〝オピオイド受容体は抑制的に関与していることを示唆し

ている｡一方､ホモMOR-KOマウスにおいて､norBNI前処置によりKオピオイド受容

体を完全に遮断した場合､ブプレノルフィンの部分的な遮断と比較し報酬効果が弱

かったことより､〟オピオイド受容体の部分的な活性化が､∂オピオイド受容体を介

したブプレノルフィンの報酬効果を増強するようなメカニズムが存在することにより

見られた可能性が考えられる｡ このため､ブプレノルフィンは､〃及び∂オピオイド

受容体を活性化し､ 〝オピオイド受容体を部分的に阻害することで､報酬効果を発現

していることが考えられる｡ このブプレノルフィンによる､〝オピオイド受容体に対

する部分的な括抗作用は､1'nYftTO実験でのブプレノルフィンによるKオピオイド受容

体選択的作動薬の結合抑制と､フォルスコリン誘発cAMP蓄積に対する弱い阻害効果

からも推測される｡

ヒトFL､∂及びKオピオイド受容体を発現させた細胞株を用いた)'nyJ'tTO実験におい

て､ブプレノルフィンは〃オピオイド受容体のみならず､∂及び〝オピオイド受容体

を介して作用を発現することが示された｡結合実験においてブプレノルフィンは､ヒ

ト〃､∂及び〝オピオイド受容体に対し､それぞれ強い結合親和性を有していた｡ ま

たcAMPassayにおいて､ブプレノルフィンのImax値は､8オピオイド受容体に対して

はモルヒネと有意な差は見られないが､〝オピオイド受容体に対しては有意に低いこ

とが示されたことより､∂オピオイド受容体に対してはアゴニスト活性が強い部分作

動薬､ 〝オピオイド受容体に対してはアゴニスト活性が弱く括抗性が強い部分作動薬

として作用する可能性が考えられる｡ これらの結果は､マウスと同様に､ヒトにおい

てもブプレノルフィンの報酬効果に〃オピオイド受容体のみならず∂及び 〟オピオイ

ド受容体が関与している可能性を示唆している｡

これまでに､ブプレノルフィンは実験動物のみならず[46､47]､ヒトにおいても【67]

報酬効果を有することが報告されている｡ 近年､ブプレノルフィンはモルヒネ並びに
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ヘロイン依存患者の薬物依存治療において、臨床の現場で広く使われるようになって

きた［44、45、681。ブプレノルフィンはμオピオイド受容体に加え、δ及びκオピオイ

ド受容体を介して報酬効果を発現すると考えられるが、一般的に、モルヒネ並びにヘ

ロイン依存に対するブプレノルフィンの有効性は、ブプレノルフィン処置によるμオ

ピオイド受容体活性の減弱によりもたらされていると考えられている［69、70］。現在ま

でのところ、μオピオイド受容体以外のオピオイド受容体サブタイプが、ブプレノル

フィンによる薬物依存治療に関して寄与しているのかどうかは明らかにされていない。

本実験において示されたブプレノルフィンによるδ及びκオピオイド受容体を介する

報酬効果が、薬物依存治療においてどの程度関与しているかは、今後の研究により明

らかにされることが期待される。

　以上、本実験において、ホモMOR－KOマウスにおいてはブプレノルフィンの鎮痛効

果は消失しているが、報酬効果は一部残っていることが明らかとなった。ナロキソン

の前処置によるブプレノルフィンの報酬効果の消失と、結合実験並びにcAMP　assayに

おけるブプレノルフィンはμ、δ並びにκオピオイド受容体に対してそれぞれ作用す

るという実験結果より、ブプレノルフィンの鎮痛効果は完全にμオピオイド受容体量

に依存的であるが、報酬効果は、μオピオイド受容体のみでなくδオピオイド受容体

に対する作動薬としての作用と、κオピオイド受容体に対する部分拮抗薬としての作

用により発現していると考えられる。
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第三章

ア ドレナリン･ノルア ドレナリン神経特異的に

〝オピオイ ド受容体を導入 した

トランスジェニックマウスの作製 と解析

第二章において､〃オピオイド受容体遺伝子欠損マウスを用いた解析によって､〃オ

ピオイド受容体の発現量の変化に伴い､ブプレノルフィンの鎮痛作用は〃オピオイド受

容体発現量依存的に変化するが､報酬効果においては､〃オピオイド受容体に加えて∂

及び〝オピオイド受容体も介していることを明らかにし､ヒトにおける麻薬性鎮痛薬を

用いた痔痛治療において､〃オピオイド受容体発現量変化が､特に鎮痛作用に影響を与

え､さらに副作用である依存形成にも異なる程度で影響を与える可能性を示した｡一方､

〃オピオイド受容体を介した様々な薬理作用は､様々な神経系による調節を受けている

ことも良く知られており､〃オピオイド受容体が部位特異的あるいは神経系特異的に発

現している個体を用いた解析は､それら調節機構に関し重要な知見を提供するものと考

えられる｡そこで､第三章では､アドレナリン･ノルアドレナリン神経系に特異的に〃

オピオイド受容体を発現させたトランスジェニックマウスを作製し､解析を行った｡

中枢神経系のノルアドレナリン神経は､主として脳幹内に細胞体が存在し､大脳皮質､

辺縁系､視床､小脳､脊髄など広範な領域に投射し､様々な生体機能に関わっている｡オ

ピオイドとノルアドレナリンの関係として､これまでにオピオイドによる鎮痛やモルヒ

ネなどの麻薬依存形成 ･禁断症状にノルアドレナリン神経が関与していることが報告さ

れている[71-731｡さらに､各種ストレス負荷時に､ノルアドレナリン並びにβエンドル

フィンの遊離量が上昇し､ストレス応答に深く関与していることも明らかとされている

【74-76]｡これら両神経系の相互作用において､特に青斑核が注目され､様々な研究がな

されているが､ストレス応答時における視床下部一下垂体一副腎皮質系 (HPA-axis)との

関係など､未だ未解明な部分も多く残されている[77､781｡ストレスは､麻薬性鎮痛薬の

効果の減弱や､副作用の増強を引き起こすなど､臨床における問題点となる｡さらに､ス

トレス感受性やストレス応答においても個人差が存在する｡〃オピオイド受容体を介し

た生理的あるいは薬理的反応とストレス応答の相互関係に個人差が生じるメカニズムを

解明することは､オピオイドを用いたテーラーメイド医療に深く貢献すると考えられる｡

著者は､dopamineβ-hydroxylase(DBH)のプロモーター領域下流にヒト〃オピオイド受

容体遺伝子を組み込むことで､アドレナリン･ノルアドレナリン神経系に特異的にヒト

〃オピオイド受容体を過剰発現するトランスジェニック (Tg)マウスを作製した｡さら

にMORIKOマウスとの交配により､上記神経上に導入したヒトFLオピオイド受容体のみ

を発現し､他の神経系には〃オピオイド受容体が発現していないMO良-KO Tgマウスを

作製した｡これらの遺伝子改変マウスを用いて､モルヒネによる鎮痛､移所運動量､耐

性 ･身体依存形成を検討すると共に､ストレス応答に対する影響について検討を行った｡
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第一節　遺伝子改変マウスの作製

方法および結果

（1）Tgマウスの作製

　導入遺伝子を含むプラスミドは、以前に報告されている、インターロイキン2受容体α

サブユニット（IL2Rα）をDBHプロモーターによりアドレナリン・ノルアドレナリン神経

系特異的に発現させることに成功したトランスジェニックマウスの作製［79］の際に用いら

れたプラスミド（pDIL）（福島医科大学　小林博：士より譲渡）の、　IL－2RαcDNAの領域を、

前述（第二章）のhumanμオピオイド受容体cDNAと組み換えることで作製した（図3－

1）。制限酵素切断並びにシークエンス法を用いた配列確認の後、プラスミドから導入遺

伝子部分を制限酵素により切断し、SeaKem　GTG　agarose（BMA、　Rockland、　USA）を用い

た電気泳動により分離、透析チューブを用いて目的遺伝子片を抽出した。フェノール・ク

ロロホルム抽出・ジエチルエーテル抽出により精製をし、エタノール沈殿を行った後、TE

buffer（10mM　Tris、0．lmM　EDTA、　pH7．4、フィルター（0．22μm）濾過）に溶解し700　ng／μ1

の高濃度導入遺伝子溶液を作製した。C57BL／6J系統の受精卵400個への導入遺伝子マイ

クロインジェクションを、（財）実験動物中央研究所（神奈川）並びに（株）ワイエスニュー

テクノロジー研究所（栃木）に依頼し、それぞれ65匹並びに77匹の生存離乳可能なマウ

スを得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　β一Globin　　　　　　　β一Globin／SV40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　intron　　　　　　　poly　A　signals

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Human
　　　　Human　DBH　gene　promoter（4　kb）　　　　　F－opioid　receptor

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l．0（kb）

図3－1導入遺伝子の模式図
　作製した導入遺伝子は、全長7．2kbで、4kbのhuman　DBHプロモーター領域、0．5　kb

のrabbitβ一globin　intron　2、1．6　kbのhuma叫レopioid　receptor　cDNAそして、　rabbitβ一globin

poly　Aシグナル領域とsimian　vims　40（SV40）early－gene　poly　Aシグナル領域からなる。

（2）遺伝子導入の確認

　得られた全てのマウスより、尾の先端5mmを切断し、Proteinase　K溶液で溶解、　RNaseA

処理後、通常のフェノール抽出法を用いてマウスゲノムDNAを精製した。遺伝子導入の

確認として、ゲノムDNAを鋳型として、　KOD　Dash（TOYOBO、東京）を用いてPCRを

行った（図3．2）。さらに、ゲノムDNAを制限酵素BamHIにて切断し、サザンプロット

を行った（図3－3）。

　サザンプロット法において、プローブはPCR法での確認の際にhumanμオピオイド受

容体cDNAより増幅した遺伝子を、32P．dCTP（3，000　Ci／mmol、　Amersham）存在下、　Random

Primer　DNA　Labeling　Kit　ver．2（TAKARA、東京）を用いて標識したものを使用した。ゲノ

ムDNAを制限酵素BamHIで切断後、アガロースゲルにて55CV、16時間電気泳動し、Nytran
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図3－2　PCRによる遺伝子導入の確認

　マウス及びヒトμオピオイド受容体遺伝子のexon　2及びexon　3の相同性の高い配列

をプライマーとし、PCRにより増幅した。図中二重線で示す、約1250bp（マウスゲノ

ム由来）並びに約500bp（ヒトcDNA由来）の2本のバンドが確認できるライン（図

中、ライン3）がTgマウスであると判断した。

exon　2　primer：5’TCC　GTA　CTC　CCC　GAA　ATG　3’

exon　3　primer：5，　GGC　AGC　TGT　TrG　TGT　AAC　3，

　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5

F－opioid　receptor　on　mouse　genome

…　一■■［｝一一一一一■闇■｝一
Ex♀n　2

！
Exon　3

！

各レーンのtemplete

l，2：野生型マウスゲノムDNA

4：ヒトμオピオイド受容体cDNA

…　　一一■■■■■■■置一一一一一一

μ一〇pioid　receptor　on　transgene

3：TgマウスゲノムDNA

5：control野生型マウスゲノムDNA

図3－3　サザンプロットによる遺伝子導入の確認

　ヒトμオピオイド受容体遺伝子cDNAのexon2，3の配列をプローブ（図中、二重線で

示す）とし、マウスゲノムDNAを制限酵素BamH　I（μオピオイド受容体遺伝子exon　2

内に一箇所と、導入遺伝子のPoly（A）signal領域に1箇所制限酵素サイトが存在）にて切

断後、サザンプロットを行った。

●　●　●

●　●　●

μ一〇pioid　r㏄eptor　on　mouse　genome

一一

BamH　I

（unknown　site

●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1n

aamH　I
mouse　genom

　　BamH　I

（Site　in　tranSgene）

μ’一〇pioid　receptor　on往ansgene

各レーンの泳動サンプル（全てBamH　I切断後）

1：ヒトμオピオイド受容体cDNA（plasmid）2，7，8，9：野生型マウスゲノムDNA

3－6：TgマウスゲノムDNA
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膜（Nytran　super　charge，　Schleicher＆Schuell，　Dassel，　Germany）に転写した後、UV　crosslinker

を用いて固定した。以下に組成を示すMelton’ssolutionにより、42℃で3時間プレハイブ

リダイゼーションを行い、バッファーを除去後、新たに32P標識DNAプローブを加えた

Melton’ssolutionにより、42℃16時間ハイブリダイズさせた。洗浄操作は2×SSCで素

早く洗浄の後、0．4×SSC／05％SDS、30分40℃で2度、さらに0，4×SSCで再度軽く洗

浄した。IP　plateを12時間曝露させ、　BAS　310011システム（Fujix、東京）を用いて解析

を行った。

　また、ゲノムDNAを導入遺伝子内に1箇所のみ制限酵素サイトが存在するNco　Iにて

切断後、サザンプロット法を行うことで、遺伝子導入が複数の座位で起こっていないこ

とを確認した。PCR法並びにサザンプロット法により、全142のマウス中、4匹のマウス

（雄3匹、雌1匹）で遺伝子が導入されたことを確認した。

Melton’s　solution

　　Fo㎜amide

　　20×SSC
　　lMphosphate　buffer

　　O．5MEDTA

　　20％SDS
　　Denhart’s　solution

50．Om1

25．Om1

5．Om1

0．2m1

5．Om1

25ml
ss　DNA（100℃，10分熱処理）1．O　m1

＋nano　pure　　　　　　　　　l1．3　m1

1×SSC
　　NaCl　　　　　l50　mM

　　Sodium　citrate　l5mM

（3）MOR－KO　Tgマウスの作製

　得られたTgマウス4ラインを、まずホモMOR－KOマウス（第二章と同じマウスを使用）

と交配し、マウスμオピオイド受容体がヘテロとなったTgマウスを得た。さらにホモ

MOR－KOマウスと交配することにより、マウス本来のμオピオイド受容体が欠損した、

MOR－KO　Tgマウスを作製した。また、得られた全てのラインのTgマウス、及びMOR－

KO　Tgマウスにおいて、形態・生殖・一般行動に著明な変化は認められなかった。

（4）MOR－KO　Tgマウスにおけるμオピオイド受容体mRNAの発現

　プローブは、pBluescnptに組み込んだヒト及びマウスμオピオイド受容体cDNAの配列

中、相同性の低い5’UTR領域を制限酵素により切り出し、35S－UTP（30　TBq／mmol）存在

下、T3　RNA　polymerase（Promega，　Medison，　USA）により、μオピオイド受容体に対す

るヒト及びマウス特異的な35S標識アンチセンスRNAプローブを合成した。

　血5fωハイブリダイゼーションは、薬物無処置のマウスより摘出し、凍結させた全脳を

用い、クリオスタットにより厚さ16μmの新鮮凍結切片を作製して、MASコートを施し

たスライドグラスにマウントした。この切片を4％fo㎜aldehyde中で15分間固定した後、

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

列による脱水およびchlorofo㎜による脱脂処理を施して乾燥させた。その後、以下に示し
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たプレハイブリダイゼーションバッファーを用いて55℃で1時間、プレハイブリダイゼー

ションを行った。次に、プレハイブリダイゼーションバッファーを除去し、35S標識RNA

プローブを加えたハイブリダイ同一ションバッファーを用いて55℃で17時間ハイブリダイ

ズさせた。洗浄操作は、10mM　DTTを含む55℃の2×SSCで4回洗浄し、　RNase　A処理（50

μg／ml、37℃、30分）を施し、さらに55℃の2×SSC／50％fo㎜amideで2回洗浄した後、ア

ルコール系列で乾燥させ、Hyper－Hlmβ一max（Amersham）を用いてフィルムオートラジオグ

ラフィーを行った（図3－4a）。さらに、乳剤NTB－3（Kodak，　Rochester，　USA）を塗布し、

3週間の露光後に現像して、cresyl　violetで対比染色したものを検鏡した（図3－4　b）。

　MOR－KO　Tgマウス4ライン全てに関し実験を行ったところ、全てのラインで青斑核に

おけるμオピオイド受容体mRNAの発現が確認された。図3－4は最も発現量の多かったラ

インの結果を示している。青斑核に限局した発現が確認されたことで、導入遺伝子によ

る、アドレナリン・ノルアドレナリン神経系特異的な発現が確認された。

Fo㎜amide

SSC

Denhardt’s　solution

EDTA
DTT
yeast　tRNA

Dextran　sulfate

Salmon　Sperm　DNA

Prehyblうdization　buffer

　　　50％

　　　4x

　　　5x

　　　10mM
　　　20mM
　　　O．25mg／m1

0．5mg／ml

Hybridization　buffer

　　50％

　　4x

　　2．7x

　　lOmM

　　20mM
　　O．25mg／ml

　　lO％

　　05mg／ml

（5）MOR－KO　Tgマウス脳におけるμオピオイド受容体結合活性の確認

　1h5加ハイブリダイゼーション法と同様に凍結脳切片をスライドグラスにマウントし、

binding　buffer（pH　7．4、50　mM　Tris、10mM　MgC12、　l　mM　EDTA）内で25℃10分プレイン

キュベーションを行い、バッファーを除去後、新たに［3H］DAMGO　2　nMを加えたbinding

buffer中で、25℃1時間高丘し受容体結合反応を行った。洗浄はbinding　buffer、4℃120分

を2回行った後、4℃の超純水で軽く洗浄し、スライドを4℃で1時間乾燥させた後、IP

plateを4週間曝露させ、　BAS　310011システム（Fujix、東京）を用いて解析を行った。

　MOR－KO　Tgマウス4ライン全てに関し実験を行ったところ、全てのラインでノルアド

レナリン神経の主たる投射先の一つである大脳皮質を中心とした結合活性が確認された。

mRNA量が最も多かったラインの受容体結合量が最も多かった。図3－5に、図3．4で示した

ものと同じラインのMOR－KO　Tgマウスの結果を示す。一方、副腎など末梢での発現は検

出されなかった。

　以上の結果より、mRNA並びに受容体結合量が最も多かった1ラインを用い、以下の行

動薬理学的解析を行った。
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a）マクロオートラジオグラフィー

　　　　　　　　　野生型マウス MOR－KO　Tgマウス

mouse　probe

human　probe

b）　ミクロオートラジオグラフィー

　　　　　　　　　　　野生型マウス

mouse　probe

human　probe

MOR－KO　Tgマウス
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　　　　　野生型マウス 　MOR－KOマウス

｢藩藻ll：1箪鎮籍

MOR－KO　Tgマウス

P鱒；総1獄：短
青斑核

b窒?№高＝|0．5　mm

　　　　　　　《@　　　　　＝　　　　　　　弓恥

大脳皮質

居ｰ
b窒?№高＝{0！7㎜

図3－5MOR－K：O　Tgマウスにおけるμオピオイド受容体の発現と受容体結合能

　　　　の確認

　野生型、MOR－KO並びにMOR－KO　Tgマウスより調整した、視床・大脳皮質ないし

青斑核を含む冠状切片（それぞれbregmaカ・ら吻側へ0。7　mm付近、尾側へ5．5㎜付近）

に対して、［3H］DAMGOによる結合実験を行った。

図3－4青斑核におけるμオピオイド受容体mRNAの発現（左ページ）

　野生型及びMOR－KO　Tgマウスより作製した青斑核を含む冠状切片（bregmaから尾

側へ5．5mm付近）に対して、マウス（a，b上段）及びヒト（a，b下段）μオピオイド受

容体に対する特異的な35S標識アンチセンスRNAプローブを用いて、加5f血～ハイブリダイ

ゼーションを行った。a）マクロオートラジオグラフィーの結果を示す。華中の灰破線は

脳切片の輪郭を矢印は青斑核を示す。b）ミクロオートラジオグラフィーの暗視野像を示

す。図中の白破線は青斑核を含む領域を示す。
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第二節　遺伝子改変マウスを用いた行動薬理学的解析

方法

（1）　使用動物

　野生型マウスとTgマウスは、両マウスの交配によって作製した。ホモMOR－KOマウス

とMOR－KO　Tgマウスも同様に、両マウスの交配によって作製した。使用したマウスの遺

伝的背景は全てC57BL／6Jマウスと同一とした。飼育環境は第二章と同じ条件で行った。

実験には20－359（10週齢以上）のマウスを用いた。

（2）薬物調整

　モルヒネ及びナロキソンは第二章と同じものを用いた。

（3）　踏所運動量の測定

　マウスをホームケージより測定用のケージ（30×45×30cm）に移し、自発運動量測

定装置（ニューロサイエンス、大阪）により、新規環境探索行動を3時間30分測定した。

さらに、連続してモルヒネ（10mg／kg　s．c．）処置を行い、モルヒネ投与による自発運動量の

変化を3時間計測した。

（4）鎮痛検定

　Hot－plate法並びにtail－nick法を用い、第二章と同様の相加蓄積投与法でモルヒネによる

鎮痛効果を検討した。モルヒネによる急性効果では、1マウスに対し20分間隔で1．0、2．0、

7、20mg／kgを皮下注射にて投与し、蓄積投与総量がそれぞれの注射の時点で、1．0、3．0、

10、30mg／kgとなるようにし、各投与の20分後に鎮痛検定を行った・モルヒネの急性効

果の検討を行った翌日より、1日2回モルヒネ15mg1般g　s．c．から毎日5mg／kgずつ増量し、

5日間連続投与（1マウスに15、20、25、30、35mgノ倣gs．c．）を行い、耐性を形成させた。

最終日の35mg，娠g投与より20時間後に、モルヒネ慢性処置後の鎮痛検定を行った。モル

ヒネ慢性処置後には蓄積総投与量で3．0、10、30、56mgノ底gとなるように投与した。

（5）　ナロキソン誘発禁断症状の観察

慢性処置後の鎮痛検定の終了後、マウスを透明なプラスチック観測用ケージ（10×20

×15cm）に入れ、1時間馴化させた。ナロキソン（1．Omg／kgs．c．）処置により誘発され

る跳躍行動を15分間計測した。

（6）　Tail－suspension法

　マウスの尾の先端を、メンディングテープにてワイヤーに固定し、逆さ吊りにした状

態で、15分間マウスの回避行動量（一分あたりの回避行動をとった秒数）をテールサス

ペンション実験システム（ニューロサイエンス、大阪）を用いて計測した。データ解析

には、5分ごとの回避行動量の総和を用いた。
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（7）ストレス負荷後の血漿中コルチコステロン濃度の測定

　まず、薬物無処置のマウスより採血し、3日間の休息期間の後、Tail－suspensionストレ

スを15分与え、ストレス処置の30分後に採血を行った。翌日、拘束ストレスとして50

mlのプラスチックチューブ（側面に直径5mmの空気穴を6箇所と、底に直径lcmの空

気穴を一箇所あけた。）内にマウスを閉じこめ、チューブを垂直に立てた状態で12時間放

置した。処置後12時間の休息期間を与え、再度拘束ストレス処置を行い、2度目の拘束

ストレスの直後にマウスより採血した。採血は、マウス尾静脈より行い、採血後速やか

に1，000×g、20分間の遠心を行い、上清の血漿分画を採取した。酢酸エチルにより、血

漿中のコルチコステロンを抽出し、乾燥窒素下で酢酸エチルを蒸発させ、コルチコステ

ロンの定量をエンザイムイムノアッセイ法（Assay　Designs，　Inc．、　Ann　Arbor、　USA）を

用いて行った。

（8）データ解析

　モルヒネの移所運動量増加効果並びに熱的抗侵害受容作用、及びTail－suspension法にお

ける回避活動時間の変化の評価は、ANOVA並びにStudent－Newman－Keuls　post　hoc　testを

用いて行った。ナロキソン誘発跳躍行動の遺伝子型による有意差検定は、Tukey－Kramer

testを用いて行った。ストレス負荷後の血漿中コルチコステロン濃度の変化の評価は、

paired’一testを用いて行った。また、遺伝子型による有意差検定は、　Tukey－Kramer　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断した。
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実験結果

（1）移所運動量の検討

　野生型マウス、Tgマウス、MOR－KOマウスおよびMOR－KO　Tgマウスを用い、新規環

境探索行動に対する遺伝子導入の影響を検討した（図3－6a、　b）。全てのマウスにおいて、

時間の経過に比例した移所運動量の減少がみられ、遺伝子型による比較において有意な

影響は見られなかった。

　次に、モルヒネ（10mg1kg　s．c．）処置による自発運動量の変化を検討したところ、遺伝子

型により有意な移所運動量変化が見られた（ANOVA：p＜0．0001；F＝483．19；df＝3，2156）

（図3－6c、　d）。これまでの報告［51］と同様に、野生型では有意な移所運動量増加が見られ、
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図3－6　新規環境探索行動並びにモルヒネ誘発自発運動量増加に対する遺伝子

　　　　導入の影響

　野生型マウス、Tgマウス、　MOR－KOマウスおよびMOR－KO　Tgマウスにおける新規

環境探索行動量（a、b）とモルヒネ（10　mg！kg　s．c．）処置による自発運動量の増加（c、

d）を検討した。5分ごとの行動量変化（a、c）と30分ごとの行動量変化（b、　d）を示

す。＃P＜0．05（Tukey－Kr㎜er　test）
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MOR－KOマウスではモルヒネ処置による移所運動量の増加は確認されなかった。Tgマウ

スにおいては、野生型マウスと同様にモルヒネによる有意な移所運動量の増加が見られ

たが、投与より30分から1時間の行動量は、野生型マウスと比較して有意に減少してい

た（ANOVA：P＜0，05；F＝6．17；df＝1，42）。一方、　MOR－KO　Tgマウスにおいては、　MOR－

KOマウスと同様に、モルヒネによる自発運動量増加効果は消失しており、両群間に有意

な差は見られなかった。

（2）モルヒネによる鎮痛作用および耐性の検討

　まず、野生型マウス、Tgマウス、　MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスを用い、

モルヒネ急性投与に対する遺伝子導入の影響を、相加蓄積投与法を用いて検討した（図

a）
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図3－7　急性および慢性処置後のモルヒネ誘発抗熱的侵害受容作用に対する

　　　遺伝子導入の影響

　野生型マウス、Tgマウス、　MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスにおける、急

性（a、b）及びモルヒネ慢性処置後（c、　d）の、モルヒネによる抗熱的侵害受容作用

を、相加蓄積投与法により検討した。Hot－plate法（a、　c）並びにTail－nick法（b、　d）

の結果を％MPEにて示す。

44



3－7a、　b）。これまでの報告［51］と同様に、　hot－plate法及びtail一刊ick法ともに野生型では有

意な％MPEの上昇が見られ、　MOR－KOマウスではモルヒネ処置による％MPEの上昇は確

認されなかった。一方、野生型マウスと同様に、Tgマウスでも有意な％MPEの上昇がみ

られ、両網間で有意な差は見られなかった。また、MOR－KO　Tgマウスにおいては、MOR－

KOマウスと同様に、両検定法において有意な鎮痛効果は見られなかったが、高濃度のモ

ルヒネ処置により若干の％MPE上昇傾向が見られた。

　次に、モルヒネ慢性処置を行い、耐性を形成させたマウスにおいて、遺伝子導入の影

響を相加蓄積投与法を用いて検討した（図3－7c、　d）。野生型、　Tgマウスともに急性効果

と比較し用量一反応曲線が右にシフトし、耐性の形成が認められたが、両群問で有意な差

は見られなかった。また、MOR－KO　Tgマウスにおいても、急性効果で僅かながら見られ

る用量一反応曲線の上昇が、右にシフトする傾向が見られたが、有意な％MPEの上昇は

確認できず、MOR－KOマウスと比較し有意な差は見られなかった。

（3）ナロキソン誘発禁断症状の検討

　野生型マウス、Tgマウス、　MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスにおける、モル

ヒネ慢性処置後のナロキソン誘発禁断症状を、跳躍行動の回数を指標として検討した。野

生型及びTgマウスにおいては、共に跳躍行動の顕著な誘発が見られたが、両群間に有意

な差は見られなかった。一方、MOR－KOマウスにおいては、ナロキソン誘発の跳躍行動

は全く観察されなかった。また、MOR－KO　Tgマウスにおいては、8例中1例のみ跳躍行

動を示したが、MOR－KOマウスと比較し、有意な差は見られなかった。
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図3－8跳躍行動を指標としたナロキソン誘発禁断症状に対する遺伝子導入の影響

　野生型マウス、Tgマウス、　MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスにおける・モ

ルヒネ慢性処置後のナロキソン（1．Omg／kgs．c．）誘発禁断症状を、跳躍行動の回数を指

標として検討した。
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（4）Tail－suspension法による回避行動量変化の検討

　野生型マウス、Tgマウス、MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスを用い、　tail－sus．

pension処置15分間における回避行動量に対する遺伝子導入の影響を検討した（図3－9　a、

b）。全てのマウスにおいて、時間の経過により回避行動量の減少がみられるが、ANOVA

により1丸ごとの回避行動量変化を解析したところ、遺伝子型問で有意な差を示した（Pく

0．0001；F＝13．69；df＝3，926）。野生型マウスと比較し、　Tgマウスにおける回避行動量の

変化には差が見られなかった。一方、MOR－KOマウスにおいては、5分ごとの回避行動量

において処置後5分から10分の間で、野生型と比較し有意な行動量増加が観察された

（P＜0．05）。さらに、MOR－KO　Tgマウスにおいては、野生型レベルまで低下しており、5

分ごとの回避行動量において処置後5分から10分の間で、MOR－KOマウスと比較し有意

に回避行動量は減少していた（P＜0．05）。

（5）ストレス誘発血漿中コルチコステロン濃度変化の検討

　Tail－suspension及び拘束ストレス処置時における血漿中コルチコステロン濃度の上昇に

対する遺伝子導入の影響を、野生型マウス、MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウス

を用い検討した（図3－10）。Tail－suspension及び拘束ストレスは、ともに野生型マウス

（paired卜test：Pく0．0005、　f＝一5．68；Pく0．0001、’＝一7．56）、　MOR－KOマウス（paired匹test：

p＜0．0005、’＝．4．54；P＜0，0001、f＝一9．48）並びにMOR－KO　Tgマウス（paired卜test：P＜0．0001、

∫＝一7．39；Pく0．0001、’ニー2401）のどの遺伝型においても、有意な血漿中コルチコステロ

ン濃度の上昇を誘発した。一方、ANOVAによりストレスによる血漿中コルチコステロン

濃度の変化を解析したところ、遺伝子型問で有意に異なっていた（tail－suspenslon；pく
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　野生型マウス・Tgマウス、　MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスにおける、

tail－suspension状態での回避行動量変化を、　a）1分間あたりの行動量変化（sec．／l　min）、

b）5分間あたりの行動量変化（sec．／5　min）を指標として検討した。孝Pく0．05（Tukey－

Kramer　test）
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7

0．0005；F＝ll．14；df＝2，38、拘束ストレス；p＜0．0001；F＝14．04；df＝2，38）。野生型マウス

と比較して、MOR－KOマウスにおける血漿中コルチコステロン濃度は・tai1－suspension及

び拘束ストレス負荷時に有意に低い値を示した（P＜0・05）・さらにMOR－KO　Tgマウスにお

いては、野生型マウスと同程度の血漿中濃度上昇が見られ、MOR－KOマウスと比較して

有意な上昇が見られた（Pく0．05）・
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図3－10各種ストレス処置時における血漿中コルチコステロン濃度の上昇に対す

　　　　る遺伝子導入の影響
　野生型マウス、MOR－KOマウス並びにMOR－KO　Tgマウスにおける、無処置、　tail－

suspension負荷後、並びに拘束ストレス負荷後の血漿中コルチコステロン濃度を測定し

た。4Pく0．05（Tukey－Kramer　test）
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考察

　本実験において、ヒトDBH遺伝子のプロモーター領域下流に、ヒトμオピオイド受

容体cDNAを組み込んだ遺伝子を導入したTgマウスを作製した。さらに、　MOR－KOマ

ウス［53］と交配させることで、マウス本来のμオピオイド受容体が欠損しており、導入

遺伝子に由来するヒトμオピオイド受容体のみを発現する、MOR－KO　Tgマウスを作製

した。今回用いたヒトDBH遺伝子のプロモーター領域は、これまでに

phenylethanolamine　N－methyltransferase（PNMT）並びにIL－2Rαをアドレナリン●ノルア

ドレナリン神経系特異的発現するトランスジェニックマウスの作製に用いられ、それ

ぞれのcDNAの神経系特異的な発現が確認されている［79、80］。本実験においても、ノ

ルアドレナリン神経の細胞体が集積している青斑核に限局した、ヒトμオピオイド受

容体mRNAの発現を中脳冠状切片において確認し、さらに、ノルアドレナリン神経の

投射が多い大脳皮質を中心とした受容体タンパク質の機能的発現を確認した。Tgマウ

ス及びMOR－KO　Tgマウスにおいて、形態・生殖・一般行動に著明な変化は認められな

かったことから、本実験において作製したTg及びMOR－KO　Tgマウスは、アドレナリ

ン・ノルアドレナリン神経系に特異的にヒトμオピオイド受容体を発現し、内因性の

オピオイドとアドレナリン・ノルアドレナリン神経系の相互作用機序の解明に有用な

実験動物になると考えられる。

　Tgマウス及びMOR－KO　Tgマウスにおいて、モルヒネによる抗熱的侵害受容作用、

耐性及び身体依存は、それぞれ野生型及びMOR－KOマウスと比較し有意な変化は見ら

れなかった。ノルアドレナリン神経は、青斑核、延髄吻側のA5及び中脳A7から脊髄

前側索を下行し、脊髄後角の侵害受容ニューロンを抑制することが知られている。今

回の結果は、これら下行性ノルアドレナリン神経上のμオピオイド受容体は、モルヒ

ネの鎮痛作用への関与が少なく、むしろ他の神経系上のμオピオイド受容体が下行性

ノルアドレナリン神経の活性化に重要であることを示唆している。一方、上行性のノ

ルアドレナリン神経は、扁桃体、海馬、視床及び大脳皮質を中心に投射しており、オ

ピオイドの禁断症状などに関与していることが報告されている［81、82］。特に青斑核に

おいて、オピオイドの禁断症状発現時に、ノルアドレナリン神経興奮が起こっている

ことは良く知られている［57］。今回、遺伝子導入による禁断症状に対する影響は確認で

きなかったが、この結果より、ノルアドレナリン神経上のμオピオイド受容体発現量

の違いは禁断症状発現に対して与える影響が少ないことが考えられる。しかしながら、

今回作製したMOR－KO　Tgマウスでは青斑核でのμオピオイド受容体mRNA発現の程

度が野性型のそれに比べ弱いものであったことから、μオピオイド受容体量が十分野

なかったために、外来性μオピオイド受容体が鎮痛作用や依存形成・禁断症状発現に

影響を与えなかったという可能性も考えられるため今後さらなる検討が必要である。

　移所運動量においては、新規環境探索行動量は各遺伝型のマウス問で有意な差が見

られなかったものの、モルヒネにより誘発される自発性運動量増加において、野生型

マウスと比較しTgマウスでは行動量上昇の程度は有意に低いものであった。この傾向

はモルヒネ処置の直後から約90分後まで見られた。興味深いことに、近年作製された、

α　アドレナリン受容体ノックアウトマウスにおいて、モルヒネ誘発自発運動量の増
　IB
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加は野生型マウスと比較し有意に低 く､その傾向は処置の直後から約90分後にかけて

見られることが報告されている[83]｡さらに､ α 1Bアドレナリン受容体ノックアウトマ

ウスにおいては､コカイン及びアンフェタミン処置による自発運動量増加効果の消失

も報告されている[83]｡これら薬物による自発運動量の増加効果は､側坐核におけるド

パミン遊離量の増加により引き起こされると考えられており[84､85]､ノルアドレナリ

ン神経は α 1アドレナリン受容体を介して促進的に関与していることが報告されている

[85､86]｡本実験においてTgマウスで見られる､モルヒネ誘発自発運動量増加効果の

減弱は､ ドパミン神経と相互作用をしているノルアドレナリン神経の活動を､過剰発

現させた〃オピオイド受容体が野生型と比較しより強く抑制するため生じている可能

性が考えられる｡ 一方で､MOR-KOTgマウスにおいて､モルヒネ誘発自発運動量の増

加が起こらなかったことは､アドレナリン･ノルアドレナリン神経系以外の神経系に

発現する〃オピオイド受容体がモルヒネ誘発自発運動量増加に必須であることを示唆

している｡

ス トレスに対するマウス遺伝子型の違いによる影響を検討したところ､MOR-KOマ

ウスでは､tail-suspension法における回避行動量が､野生型マウスと比較し有意に増加

しており､また､ス トレス負荷後の血祭中コルチコステロン濃度を測定したところ､

野生型と比較し有意なコルチコステロン濃度上昇の減弱が見られた｡一方､MOR-KO

Tgマウスにおいてはtail-suspension法における回避行動量､並びにス トレス負荷後の血

柴中コルチコステロン濃度上昇は､野生型とほぼ同じでMOR-KOマウスと比較し有意

な差が見られた｡これらの結果は､アドレナリン･ノルアドレナリン神経上の〃オピ

オイド受容体の発現が､ス トレスに対する感受性あるいは応答において重要な役割を

果たしていることを示唆している｡Tail-suspension法では､抗うつ薬の処置により回避

行動量の増加 (無動時間の減少)がみられるため､抗うつ薬のスクリーニング法とし

て広 く用いられている[87]｡その作用機序は末だ不明な点が多く存在するが､デシプラ

ミンなどの一部の三環系抗うつ薬は､プレシナプスでのノルアドレナリン再取 り込み

を阻害することが作用機序の少なくとも一端を担っていると考えられている｡ ノルア

ドレナリン神経上の〃オピオイド受容体が､これらノルアドレナリン再取 り込み阻害

薬処置時に活性化する神経機構をtonicに抑制していると考えると､MOR-KOマウスで

はtaiトsuspension法における回避行動量の増加が見られ､MOR-KOTgマウスでは野生

型と同程度であったことがうまく説明できる｡ 一方これまでに､血渠中コルチコステ

ロン濃度は､モルヒネ処置により上昇し､さらに血祭中アドレノコルチコステロン及

びβエンドルフィン量の上昇も確認されていることから[88､89]､〃オピオイド受容体
が視床下部一下垂体一副腎皮質系 (HPA-axis)を活性化させていると考えられる｡ HPA-

axisはス トレス負荷時に活性化することが知られており､ 〃オピオイド受容体は､その

活性化惹起あるいはその維持において促進的な役割を担っていることが考えられる｡

本実験の結果は､ス トレス負荷時のHPA-axisの活性化には､アドレナリン･ノルアド

レナリン神経上の〃オピオイド受容体が促進的に関与している可能性を示唆している｡

以上､本実験において､MOR-KOマウスでは野生型と比較し､tail-suspensionに対す

る回避行動量の増加や､ス トレス負荷後の血祭中コルチコステロン濃度上昇の減弱が

見られ､MOR-KOTgマウスでは野生型マウスと比較して差は見られなかった｡このこ
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とは、特にノルアドレナリン・アドレナリン神経上のμオピオイド受容体の発現が・

ストレス感受性あるいはストレス応答において重要な役割を果たしていることを示唆

し、当該受容体の発現量の相違が個体間のストレス感受性あるいは応答の相違に影響

を与えている可能性を示唆している。

50



総括および結論

　本研究において著者は、ヒトゲノム及び遺伝子改変マウスを用いたμオピオイド受容

体遺伝子に関する行動および分子薬理学的研究を行い、以下の新知見を得た。

1．日本人ゲノムでは、OPRM翻訳領域に見られる多型はA118Gのみであり、非翻訳領

域およびイントロンに多くの高頻度多型が存在した。また、OPRM内には完全連鎖不平

衡がintron　3から3’非翻訳領域にかけて存在することを明らかとし、　OPRMの全域にわ

たる連鎖不平衡の存在を示した。さらに、日本人の健常人とメタンフェタミン依存患者

において、OPRM内のSNP，　IVS2＋G691Cの多型頻度が有意に異なっており、また、メタ

ンフェタミン依存患者を臨床情報により分類し解析したところ、いくつかのSNPで有意

な多型頻度の差が見られることを明らかにした。

2．ブプレノルフィンによる抗侵害受容作用は、ヘテロMOR－KOマウスにおいて減弱が

見られ、ホモMOR－KOマウスにおいては完全に消失していた。一方、報酬効果は、μオ

ピオイド受容体遺伝子量に依存的に減弱が見られるが、ホモMOR－KOマウスにおいても

依然として有意な報酬効果を確認した。その効果はナロキソンの前処置により消失し、

δおよびκ選択的拮抗薬で部分的に減弱することを示し、ブプレノルフィンの鎮痛作用

にはμオピオイド受容体が不可欠であるが、報酬効果はオピオイド受容体の3つのサブ

タイプが関与していることを明らかとした。

3．DBHプロモーターの下流にヒトμオピオイド受容体遺伝子を組み込んだコンストラ

クトを導入したTgマウスを作製し、さらにMOR－KOマウスと交配することで、アドレ

ナリン・ノルアドレナリン神経系にのみ特異的にμオピオイド受容体を発現するMOR－

KO　Tgマウスを作製した。　MOR－KO　Tgマウスでは、　MOR－KOマウスと比較し、モルヒネ

による鎮痛作用、耐性形成、身体依存形成に有意な差は見られなかった。一方、tail－

suspension法においてMOR－KOマウスで見られる回避行動の増加は、　MOR－KO　Tgマウス

において野生型マウスのレベルまで低下しており、ストレス負荷後の血漿中コルチコス

テロン濃度の上昇では、MOR．KOマウスで野生型マウスと比較し低下しているがMOR－

KO　Tgマウスでは野生型マウスのレベルまで上昇していることを明らかにし、ノルアド

レナリン・アドレナリン神経上のμオピオイド受容体が、ストレス応答において重要な

役割を果たしている可能性を示した。

　以上、著者は、日本人ゲノムを用いたヒトμオピオイド受容体遺伝子多型解析において、

一部の多型が覚醒剤依存や覚醒剤精神病様症状の形成と相関性を有することを示した。さ

らに、μオピオイド受容体遺伝子改変マウスを用いた解析より、μオピオイド受容体発現

量がブプレノルフィンの鎮痛および報酬効果に対して異なる度合いで影響を及ぼすことを

明らかにすると共に、アドレナリン・ノルアドレナリン神経上のμオピオイド受容体発現

量の相違が個体間のストレス応答の相違に関係している可能性を示した。本研究成果は、

μオピオイド受容体を介した作用において個人差が生じるメカニズムの一端を明らかにし

たものであり、オピオイドを用いたテーラーメイド医療に貢献する基礎的知見となり得る。
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