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論文内容の要旨

緒言

　近年、がん疹痛に対する麻薬性鎮痛薬morphineの普及と伴に、morphine

の効きにくい痛みが存在することが再認識されている。Morphineが有効でないが

ん疾痛、特に神経障害性疾痛に対してグルタミン酸受容体の一つである

ルmethyl－D－aspartate（NMDA）受容体の拮抗薬が有効であることが明らかにな

り、その鎮痛補助薬としての有用性が注目されている。グルタミン酸受容体は哺乳

類中枢神経系における主要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸が結合す

る受容体であり、イオンチャネル内蔵型およびGタンパク質共役型受容体が存

在する。イオンチャネル内蔵型であるNMDA受容体を構成するサブユニットには、

脳内分布や発現時期、機能特性や活性調節を異にする多数の分子種が存在し、

その組み合わせにより受容体の機能的多様性を決定している。NMDA受容体は、

NR1およびNR2（A－D）サブユニソトから構築されており、ketamineやMK－801

など多くのNMDA受容体拮抗薬がNR2AサブユニットおよびNR2Bサブユニット

構築型NMDA受容体の両者に対して拮抗作用を示すのに対し、脳卒中後のめ

まいの治療薬として用いられているifenprodilは、NR2Bサブユニット構築型

NMDA受容体に対して比較的選択的に拮抗作用を示す。　NMDA受容体を構築す

るNR2BサブユニットのC末端領域は、神経細胞内におけるリン酸化標的部位

を数多く有しており、NR2Bサブユニットがリン酸化されることによりNMDA受容体

の活性化が引き起こされることが知られている。これまでに、セリン／スレオニンリン
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酸化酵素であるprotein　kinase　C（PKC）がNMDA受容体の活性化に関与し

ていることが報告されているが、NR2BサブユニットC末端領域のチロシンリン酸

化もまた、NMDA受容体の活性化に重要な役割を担っている。近年、オピオイドや

覚せい剤の精神依存形成過程にNMDA受容体の関与を強く示唆する報告が数

多く発表されていることから、本研究ではm・rphine誘発報酬効果に対する選

択的NR2Bサブユニット構築型NMDA受容体拮抗薬ifenprodilの影響を検

討し、morphineの報酬効果発現機構におけるNR2BサブユニットC末端領域

のチロシン（Tyr－1472）およびセリン（Ser－1303）残基のリン酸化レベルならび

にチロシンリン酸化酵素であるSrc　family　kinaseの関与について併せて検討

を行った。

実験方法

　実験には、ddY系およびICR系雄性マウス（20－30g）を用いた。　Morphine

誘発報酬効果の評価には条件づけ場所嗜好性試験（conditioned　place

preference；CPP）法を、morphine誘発抗侵害作用の評価にはtail－flick法

を用いた。Morphine誘発報酬効果の認められたマウス側坐核（nucleus

accumbens；NAcc．）含有領域におけるNR2Bサプユニット構築型NMDA受

容体およびSrc　family　kinaseの役割については、Western　blot法および免疫

染色法により検討した。また、神経／グリア共培養系およびアストロサイト単離培

養系を用いてグルタミン酸誘発Ca2＋流入およびアストロサイトの活性化に対す

るNR2Bサブユニット構築型NMDA受容体の機能的役割についても検討し

た。

Mor　hine誘発報酬効果に対する選択的NR2Bサブユニット構築型NMDA受

　Morphine誘発報酬効果はifenprodilの併用処置により有意に抑制され

たことから、morphine誘発報酬効果の形成にNR2Bサブユニット構築型NMDA

受容体が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、ifenprodilは、

morphine誘発抗侵害作用を有意に増加させることが明らかとなった。

Ifenprodilはmorphineの鎮痛作用を増加させる一方で、morphineの副

作用である精神依存形成を軽減させることから、ifenprodi1が安全で有効性

の高い鎮痛補助薬となり得る可能性が示唆された。
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Mor　hineの報酬効果発現マウス側坐核含有領域におけるNR2Bサブユニット

リン酸化レベルの変化

　Morphine誘発報酬効果の形成にNR2Bサブユニット構築型NMDA受容体が

重要な役割を果たしていることを明らかにした。そこで、morphineの報酬効果発現

マウスの側坐核含有領域におけるNR2BサブユニットC末端領域のチロシン

（Tyr－1472）およびセリン（Ser－1303）残基におけるリン酸化レベルをWestern

blot法を用いて対照群と比較検討した。その結果、リン酸化Tyr－1472　NR2Bサ

ブユニット量の有意な増加が認められた。一方、リン酸化Ser－1303　NR2Bサブユニ

ット量に有意な変化は認められず、さらにmorphine単回投与後のマウス側坐核

含有領域において、リン酸化Tyr－1472　NR2Bサブユニット量の有意な変化は認め

られなかった。これらの結果から、morphine誘発報酬効果に側坐核含有領域にお

けるNR2Bサブユニットのチロシンリン酸化が重要な役割を果たしている可能性が

示唆された。

Mor　hine誘発報酬効果における　Src　famil　kinaseの関与

　チロシンリン酸化酵素であるSrc　family　kinaseは、NR2BサブユニットC末

端領域のチロシン残基、特にTyr－1472のリン酸化調節を担っていることが報告さ

れている。Morphine誘発報酬効果はSrc　family　kinaseの阻害薬である

4－amino－5－（4－chloropheny1）一（τ一butyl）pyrazolo［3，4－D］pyrimidine　（PP2）

の併用処置によって有意に抑制されたことから、morphine誘発報酬効果の形成

にSrc　familykinaseが深く関与していることが明らかとなった。そこで、morphine

の報酬効果発現マウスの側坐核含有領域における活性化Src　familykinase（リ

ン酸化Tyr－416　Src　family　kinase）の変化をWestern　blot法および免疫

染色法を用いて対照群と比較検討した。その結果、活性型Src　family　kinase

量の有意な増加および免疫活性の有意な増大が認められた。これらのことから、

morphine誘発報酬効果には、側坐核含有領域におけるSrc　family　kinaseの

活性化が重要であり、NR2Bサブユニット構築型NMDA受容体のチロシンリン酸化

に深く関与していると考えられた。

グルタミン酸誘発Ca2＋流入およびアストロサイトの活性化に対するifen　rodi1

の影響

　NR2Bサブユニット構築型NMDA受容体の神経細胞ならびにアストロサイトにお

ける機能的役割を明らかにする目的で、神経／グリア共培養系およびアストロサイト
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単離培養系を用いてグルタミン酸誘発Ca2＋流入およびアストロサイトの活性化に

対するifenprodi1の影響を検討した。　lfenprodi1は神経／グリア共培養系に

おいて神経細胞へのグルタミン酸誘発Ca2＋流入を抑制したが、アストロサイト単離

培養系においてはグルタミン酸誘発Ca2＋流入を抑制しなかった。さらに、

ifenprodi1は神経／グリア共培養系におけるグルタミン酸誘発アストロサイトの活

性化を抑制したが、アストロサイト単離培養系においてはグルタミン酸誘発アストロサ

イトの活性化を抑制しなかった。これらのことから、神経細胞上に存在するNR2Bサ

ブユニット構築型NMDA受容体が神経細胞内のCa2＋応答やアストロサイトの活性

調節に関与していることが明らかとなった。

結語

　選択的NR2Bサブユニット構築型NMDA受容体拮抗薬であるifenprodilは、

morphineの鎮痛作用を増加させる一方で、morphineの副作用である精神依存

形成を軽減させることから、ifenprodilが安全で有効性の高いmorphine鎮痛補

助薬となり得る可能性が示唆された。さらに本研究の結果から、morphine報酬効

果の形成には、NR2Bサブユニット構築型NMDA受容体およびチロシンリン酸化

酵素であるSrc　family　kinaseが重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

また、morphineの報酬効果発現マウスの側坐核領域においてNR2Bサブユニッ

トチロシン残基のリン酸化レベルの増加およびSrc　family　kinaseの活性化を見出

した。以上、morphine誘発報酬効果の発現には、Src　family　kinaseの活性化を

介したNR2Bサブユニットのチロシンリン酸化が重要な役割を果たしていることが明

らかとなった。
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論文審査の結果の要旨

　近年、がん疾痛に対する医療用麻薬の普及に伴い、morphineが神経障害性疾

痛に抵抗性を示すことが知られている。Morphine抵抗性がん疾痛、特に神経障

害性疾痛にN－methyl－D－aspartate（NMDA）受容体拮抗薬が有効であり、鎮痛補助

薬として使用されている。グルタミン酸受容体はイオンチャネル内蔵型とGタ

ンパク質共役型受容体に分類されている。イオンチャネル内蔵型であるNMDA

受容体は、NRIおよびNR2（A？D）サブユニット（NRIおよびNR2A？D）から構

築されており、NMDA受容体拮抗薬であるketamineやMK－801はNR　I／NR2A

あるいはNR　1／NR2B構築型NMDA受容体の双方に対して拮抗作用を示すのに

対し、ifenprodilはNR　1／NR2B構築型NMDA受容体に対して比較的選択的な拮

抗作用を示す。NMDA受容体を構築するNR2BのC末端領域は神経細胞内に

リン酸化標的部位を数多く有しており、NR2Bがリン酸化されることにより

NMDA受容体が活性化される。これまでに、セリン／スレオニンリン酸化酵素

であるprotein　kinase　C（PKC）がNMDA受容体の活性化に関与しているが、NR2B

のC末端領域のチロシンリン酸化もまた、NMDA受容体の活性化に重要な役割

を担っていることが知られている。また、オピオイドや覚せい剤の精神依存形

成や維持にNMDA受容体の関与を強く示唆する多くの報告がなされている。そ

こで、本研究ではmorphine誘発報酬効果に対する選択的NR1／NR2B構築型

NMDA受容体拮抗薬ifenprodilの影響を検討し、　morphineの報酬効果発現機構

におけるNR2BのC末端領域のチロシン（Tyr－1472）およびセリン（Ser－1303）残

基のリン酸化レベルならびにチロシンリン酸化酵素であるSrc　family　kinaseの

関与についても検討している。

　本研究ではmorphine誘発報酬効果を示したマウスの側坐核を分画し、　NRI／

NR2B構築型NMDA受容体およびSrc　family　kinaseの役割をWestem　blot法およ

び免疫染色法により検討している。また、神経／グリア共培養系およびアスト

ロサイト単離培養系を用いてグルタミン酸誘発Ca2＋流入およびアストロサイト

の活性化に対するNR　I／NR2B構築型NMDA受容体の機能

的役割についても検討している。

　Morphine誘発報酬効果の形成はifenprodilにより有意に抑制されたことから、

morphine精神依存の形成にNR1／NR2B構築型NMDA受容体が重要な役割を果

たしていることを明らかにしている。また、ifenprodilはmorPhine誘発抗侵害作

用を有意に増加させることも明らかにしている。Ifenprodilはmorphineの鎮痛作
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用を増加し、副作用である精神依存の形成を軽減させることから、ifenprodi1が

安全で有効性の高い鎮痛補助薬となり得る可能性を示している。そこで、mor－

phineの報酬効果発現マウスの側坐核におけるNR2BのC末端領域のチロシン

（Tyr－1472）およびセリン（Ser－1303）残基におけるリン酸化レベルを対照群と比較

検討し、リン酸化Tyr－1472　NR2B量の有意な増加を明らかにしている。一方、リ

ン酸化Ser－1303　NR2B量に有意な変化は認められず、さらにmolphine単回投与

後でもリン酸化Tyr－1472　NR2B量の有意な変化は認められなかった。これらの

結果から、morphine精神依存の形成に側坐核におけるNR2Bのチロシンリン酸

化が重要な役割を果たしていることを示唆している。

　一方、morphine誘発精神依存がSrc　family　kinaseの阻害薬によって有意に抑制

されたことから、morphine精神依存の形成にSrc　family　kinaseが深く関与して

いることも明らかにしている。また、morphineの精神依存発現マウスの側坐核

における活性化Src　family　kinase（リン酸化Tyr－416Src　family　kinase）量の有意な

増加および免疫活性の有意な増大が認められている。これらのことから、mor－

phine精神依存の形成には、側坐核におけるSrc　family　kinaseの活性化が重要で

あり、NR　I／NR2B構築型NMDA受容体のチロシンリン酸化に深く関与している

ことを示している。

　さらに、NR　I／NR2B構築型NMDA受容体の神経細胞ならびにアストロサイト

における機能的役割を明らかにする目的で、神経／グリア共培養系およびアス

トロサイト単離培養系を用いてグルタミン酸誘発Ca2＋流入およびアストロサイ

トの活性化に対するifenprodilの影響を検討している。　Ifenprodilは神経／グリ

ア共培養系において神経細胞へのグルタミン酸誘発Ca2＋流入を抑制したが、ア

ストロサイト単離培養系では抑制しなかった。また、ifenprodilは神経／グリア

共培養系におけるグルタミン酸誘発アストロサイトの活性化を抑制したが、ア

ストロサイト単離培養系では抑制しなかった。これらのことから、神経細胞上

に存在するNR　1／NR2B構築型NMDA受容体が神経細胞内のCa2＋応答やアス

トロサイトの活性調節に深く関与していることを明らかにした。

　以上の結果より本論文では、選択的NR　l／NR2B構築型NMDA受容体拮抗薬

であるifenprodilは、morphineの鎮痛作用を増加し、精神依存形成を抑制するこ

とから、鎮痛補助薬として有用であることを示唆している。さらにmorphineの

精神依存発現には側坐核におけるSrc　family　kinaseの活性化を介したNR2Bの

チロシンリン酸化が重要な役割を果たしていることを明らかにしている。

　これらの研究成果は緩和医療の現場、特に神経障害性疾痛の治療に大きく貢
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献するものであり、またオピオイドの精神依存形成機構の解明にも貢献する内

容である。さらに、本論文は英文で正確に記載されており、博士（薬学）の学

位論文として充分な内容であると判断した。
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