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論文内容の要旨

猪亘動物実験において、morphineをはじめとしたμ一〇pioid受容体作動薬は慢性投与により

著明な鎮痛耐性を形成することが知られており、そのメカニズム解明のために古くから数多くの研

究が行われている。Morphineによる鎮痛耐性形成機構は、薬物動態学的変化では説明がつか

ないため、生体側の薬物感受性の変化に何らかの原因があるものと考えられている。また、こうし

た耐性現象は、細胞レベルにおいては持続的な薬物処置により受容体応答が低下することから、

「脱感作」とも呼ばれている。一般に、μ一〇pioid受容体の脱感作は、受容体の作動薬に対する親

和性の低下、受容体とG蛋白質との脱共役および受容体の細胞内陥入／移行に起因している

と考えられている。また、これらの現象は、受容体自身のリン酸化による構造変化が深く関与し、こ

のリン酸化反応には、G－protein　coupled　receptor　kinase（GRK）やprotein　kinase　C（PKC）とい

ったserine／threonine　kinaseが重要な役割を担っていることが報告されている。リン酸化された

受容体は、脱共役因子であるarrestinと結合し、微小管結合蛋白質であるdynaminにより細

胞内陥入／移行が引き起こされる。しかしながら近年、受容体の細胞内陥入を誘発する過程にお

いて、同じμ一〇pioid受容体作動薬でもその効果が異なることが明らかになってきた。そこで本研

究では、μ一〇pioid受容体作動薬であるmorphineおよびetorphineの慢性処置による受容体

の代謝回転関連機能蛋白質の変化を検討した。

一 方、中枢神経系は神経細胞とグリア細胞（アストロサイト、ミクログリア、オリゴデンドロサイト）

で構成されている。近年、これまで細胞外液の恒常性維持、血液脳関門の形成など、神経を支

持する機能のみを担うと考えられていたグリア細胞が、神経機能発現に積極的に関与することが

明らかにされ、グリア細胞の脳／脊髄内での生理的意義が注目されている。特にアストロサイトは、

ほぼすべてのシナプスを取り囲み、グルタミン酸などの神経伝達物質に応答し、様々な生理活性
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物質を放出することによりシナプス可塑性に関与することが報告されている。そこで本研究では、

morphineおよびetorphine鎮痛耐性形成に対する脊髄内アストロサイトの関与を詳細に検討し

た。

哺乳類の中枢神経系において主要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸はシナプス形成

やシナプス可塑性に重要な役割を果たしている。グルタミン酸受容体は、イオンチャネル型と代謝

調節型の2つに大別されており、その構造および機能の違いからさらに細分類されている。近

年、Gq蛋白質と共役し、phospholipase　C（PLC）を介してPKCを活性化するmetabotropic

glutamate　receptor　5（mGluR5）が、情動や痛みの調節など種々の生理作用の発現に関与する

ことが明らかにされ、中枢神経系の様々な病態下におけるmGluR5の変化が注目されている。

そこで本研究では、morphine鎮痛耐性形成に対するmGluR5の関与を詳細に検討した。

Mor　hineおよびetor　hine慢性処置による　一〇ioid受容体の代謝回転関連機能蛋白質お

よびアストロサイトの変化

Morphine（10　mg／kg，　s．c．）およびetorphine（10μg／kg，　s．c．）を1日1回、7日間慢性処

置し、最終投与の　24時間後に選択的　μ一〇pioid受容体作動薬である
［D－Ala2，λr－Me－Phe4，Gly5－ol］enkephalin（DAMGO）を髄腔内投与した時に認められる鎮痛効果

をtail－nick法により検討した。その結果、何れの薬物群においてもDAMGO誘発鎮痛効果

の有意な減弱、すなわちμ一〇pioid受容体の脱感作が認められた。そこで、同様のスケジュール

を用いて脊髄細胞膜分画標本を作製し、受容体の代謝回転関連機能蛋白質の変化を

Western　blot法に従い検討したところ、　etorphine慢性処置群において、　GRK　2、Dynamln　II、

β一arrestin　2およびリン酸化型Ca2＋依存性PKCの著明な増加が認められた。しかしながら、

morphine慢性処置群では細胞膜分画におけるこれら機能蛋白質の変化は認められなかった。

次に、morphineおよびetorphineの鎮痛耐性形成が認められたマウスの脊髄凍結切片を作製

し、アストロサイト特有の中間径フィラメントであるglial拙riUary　acidic　protein（GFAP）の特異

的抗体を用いてアストロサイトの形態変化を免疫組織染色法に従い検討したところ、etorphine

慢性処置群では、saline慢性処置群と比較し何ら変化は認められなかったものの、morphine慢

性処置群においては、GFAP免疫活性の増大および樹状突起の伸展といったアストロサイトの著

しい活性化が認められた。そこで、脊髄由来神経／グリア共培養細胞を用いて、morphineおよび

etorphineをin　v〃roで処置し、同様に検討したところ、morphine慢性処置群においてのみア

ストロサイトの著しい活性化が認められた。さらに、グリア機能調節薬であるpropentofylline

（PPF）を用いてmorphineの鎮痛耐性形成に対するアストロサイトの直接的な関与を検討したと

ころ、morphineの鎮痛耐性形成の抑制が認められた。次に、脊髄由来初代培養アストロサイトお

よびその培養上清の混合液を作製し、morphine連投の24時間前に髄腔内投与したところ
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morphineの鎮痛耐性形成の促進が認められた。しかしながら、etorphineの鎮痛耐性形成は

PPFおよびアストロサイト／培養上清の混合液を前処置しても何ら影響は認められなかった。これ

らの結果から、etorphine慢性処置によるpopioid受容体の脱感作は、受容体の代謝回転関

連機能蛋白質に依存した受容体の持続的な細胞内陥入に起因し、また、morphineの鎮痛耐

性形成には、脊髄内アストロサイトの活性化が深く関与していることが明らかとなった。

Mor　hine慢性処置による脊髄内アストロサイトの活性ヒに対するPKC　の関与

Morphine慢性処置による脊髄内アストロサイトの活性化を詳細に検討する目的で、GFAPの

プロモーター領域下流にenhanced　green　fluoro　protein（EGFP）のcDNAを有したトランスジェ

ニックマウスにmorphineを慢性投与し、EGFPの自家発光の変化を観察した。その結果、

morphineを慢性投与したマウスの脊髄後角灰白質および白質において、多数の分岐を有する

強いEGFPの自家発光が認められた。次に、morphineの鎮痛耐性形成が認められたマウスの

脊髄凍結切片を作製し、PKCγの特異的な抗体を用いてmorphine慢性処置によるPKCγの

変化およびその局在を検討した。その結果、saline慢性処置群において脊髄後角II層内層に

局在するPKCγの免疫活性は、morphineの慢性処置により著明に増大し、その分布は、II層

外層および1層まで拡大した。また、この増大したPKCγの免疫活性は、活性化したアストロサ

イトには認められず、そのほとんどが神経細胞に局在していた。そこで、PKCγの遺伝子欠損マウ

スを用いてモルヒネの慢性処置によるアストロサイトの変化を観察したところ、PKCγ遺伝子欠損

マウスでは、野生型マウスで認められるようなmorphine慢性処置によるアストロサイトの活性化

が全く観察されなかった。これらのことから、morphine慢性処置によるアストロサイトの活性化は、

神経細胞内のPKCγに依存していることが明らかとなった。

Mor　hineの鎮痛耐性形成に対するmetabotro　ic　lutamate　rece　tor　5　mGluR5の関与

Morphine慢性投与による鎮痛耐性の形成にmGluR5が関与するか否かを明らかにするため、

選択的mGluR5拮抗薬であるmethyl－6－（phenylethynyl）－pyridine　hydrochloride（MPEP）を

皮下および髄腔内に前処置し、morphineの鎮痛耐性形成に対する影響を検討した。その結果、

saline前処置群では、明瞭なmorphine鎮痛効果の減弱、すなわち鎮痛耐性の形成が認めら

れたのに対し、MPEP前処置群では、　morphine鎮痛耐性の形成が有意に抑制された。そこで、

鎮痛耐性が形成されたマウスの脊髄におけるmGluR5数の変化を検討するため、mGluR5の

選択的な放射性ligandである［3H】MPEPを用い、受容体結合実験を行ったところ、ligand最

大結合量を示すBm、．値の有意な増加が認められた。さらに、　morphine（10－20　mg／kg）および

salineを慢性投与したマウスの脊髄におけるmGluR5の局在およびその変化を免疫組織染色

法に従い検討した。その結果、saline慢性処置群においてmGluR5は脊髄後角の1－II層に
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高濃度に分布し、特にII層内層の神経細胞に強いmGluR5の免疫活性が認められた。また、

このmGluR5の免疫活性は、morphineを慢性処置することにより、用量依存的かっ有意に増

大し、II層内層のみではなくII層外層から1層およびIII層にも強く認められた。さらに、神

経細胞のマーカーおよびアストロサイトのマーカーとmGluR5をそれぞれ二重染色し、　morphine

の慢性処置により増加したmGluR5の局在を詳細に検討したところ、増加したmGluR5は、主

に神経細胞の樹状突起上あるいは神経細胞体の周囲に局在していた。しかしながら、morphine

慢性処置により活性化し突起を伸展させたアストロサイトには、ほとんどmGluR5の免疫活性が

認められなかった。一方、脊髄由来神経／グリア共培養細胞にmorphineを↓ηvjぴoで3日間

処置し、選択的group　I　mGluR作動薬である3，5－dihydrophenylglycine（DHPG）による神経

細胞内Ca2＋濃度上昇の変化をHuo－3AM法により測定したところ、morphineを処置した神

経細胞において著明かっ有意な細胞内Ca2＋応答の増強が認められた。以上の結果から、

morphineの慢性処置により機能的なnlGluR5が増加し、こうした現象が、　morphine鎮痛耐性

の形成に関与していることが明らかとなった。

縫本研究の結果から、etorphine慢性処置によるμ一〇pioid受容体の脱感作は、受容体の

代謝回転関連機能蛋白質に依存した受容体の細胞内陥入に起因していることが明らかとなった。

一 方、morphine慢性処置による鎮痛耐性の形成は、μ一〇pioid受容体の細胞内陥入とはほとん

ど連動せず、神経細胞のmGluR5／PKCγ経路に依存した脊髄内アストロサイトの活性化が直接

的に関与していることが明らかとなった。これらのことから、morphine慢性処置による長期的な

μ一〇pioid受容体刺激は、持続的にグルタミン酸の遊離を抑制するため、ポストシナプスの

mGluR5のup－regulationを誘導し、脊髄後角部のPKCYの著しい活性化を引き起こすものと

考えられる。またこの神経細胞で増加したPKCYは、何らかの生理活性物質の産生および放出

を促し、周辺に存在するアストロサイトを活性化させる可能性が考えられる。そしてそれらの結果の

総和として、神経細胞の興奮閾値が変化し、脊髄後角部の興奮性神経伝達効率が大幅に増強

され、morphineの鎮痛効果が減弱し、鎮痛耐性が形成されると考えられる。
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脊髄におけるetor　hineおよびmor　hineの鎮痛耐性形成機構の概念図
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論文審査の結果の要旨

　Morphineを始めとしたμ一〇pioid受容体（MOR）作動薬は慢性投与により著明

な鎮痛耐性を形成し、その機構解明のために数多くの研究が行われている。

Morphineによる鎮痛耐性の形成機構が薬物動態学的変化では説明ができないた

め、生体側の薬物感受性の変化に何らかの原因があると考えられる。一般に、

MORの脱感作は、受容体の作動薬に対する親和性の低下、受容体とG蛋白質と

の脱共役および受容体の細胞内陥入／移行に起因していると考えられている。ま

た、これらの現象は受容体の自己リン酸化による構造変化が深く関与し、この

リン酸化反応にはG－protein　coupled　receptor　kinase（GRK）やprotein　kinase　C（pKC）

といったserine／threonine　kinaseが重要な役割を担っている。リン酸化された受

容体は、脱共役因子であるarrestinと結合し、微小管結合蛋白質であるdynamin

により細胞内陥入／移行が引き起こされる。しかし、受容体の細胞内陥入を誘発

する過程において、同じMOR作動薬でもその効果が異なることが明らかになっ

てきている。そこで本論文では、MOR作動薬であるmorPhineおよびetorphine

の慢性処置による受容体の代謝回転関連機能蛋白質の変化を検討している。一

方、近年アストロサイトは、ほぼすべてのシナプスを取り囲み、グルタミン酸

などの神経伝達物質に応答し、様々な生理活性物質を放出することによりシナ

プス可塑性に関与することが報告されている。そこで本論文では、morphineお

よびetorphine鎮痛耐性形成に対する脊髄内アストロサイトの関与を詳細に検討

している。さらに近年、Gq蛋白質と共役し、phospholipase　C（PLC）を介してPKC

を活性化するmetabotropic　glutamate　receptor　5（mGluR5）が、情動や痛みの調節

など種々の生理作用の発現に関与することが明らかにされていることから、

morphine鎮痛耐性形成に対するmGluR5の関与も詳細に検討している。

　Morph輌neを慢性投与したマウスの脊髄後角において、アストロサイトのマー

カーであるglial　fibrillary　acidic　protein免疫活性の増大および樹状突起の伸展と

いったアストロサイトの著しい活性化が認められた。また、saline慢性処置群に

おいて脊髄後角II層内層に局在するPKCγの免疫活性は、morphineの慢性処置

により著明に増大し、その分布は、II層外層および1層まで拡大した。この増

大したPKCγの免疫活性は、活性化したアストロサイトには認められず、その

ほとんどが神経細胞に局在していた。また、PKCγ遺伝子欠損マウスでは、野

生型マウスで認められるようなmorphine慢性処置によるアストロサイトの活性

化が全く観察されなかった。これらのことから、morphine慢性処置によるアス
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トロサイトの活性化は、神経細胞内のPKCγに依存していることが明らかと

なった。

　Morphineの鎮痛耐性の形成に対する選択的mGluR5拮抗薬であるmethyl－6－

（phenylethynyl）－pyridine　hydrochloride（MPEP）の影響を検討し、saline前処置群で

は明瞭なmorphine鎮痛耐性が形成されたのに対し、　MPEP前処置群ではmor－

phine鎮痛耐性の形成が有意に抑制された。そこで、鎮痛耐性が形成されたマウ

スの脊髄におけるmGluR5数の変化を検討するため、　mGluR5の選択的な放射

性ligandである［3H］MPEPを用い、受容体結合実験を行っている。その結果、　Bm、，

値の有意な増加、すなわち受容体の増加を明らかにしている。さらに、morphine

およびsalineを慢性投与したマウスの脊髄におけるmGluR5の局在を免疫組織

染色法に従い検討した。その結果、saline慢性処置群においてmGluR5は脊髄後

角のHI層に高濃度に分布し、特にII層内層の神経細胞に強いmGluR5の免疫

活性が認められている。また、このmGluR5の免疫活性は、　morphineを慢性処

置することにより、用量依存的かつ有意に増大し、II層内層のみではなくII層

外層から1層およびIII層にも強く認められている。さらに、神経細胞のマーカー

およびアストロサイトのマーカーとmGluR5をそれぞれ二重染色し、　morphine

の慢性処置により増加したmGluR5の局在を詳細に検討したところ、増加した

mGluR5は主に神経細胞の樹状突起上あるいは神経細胞体の周囲に局在してい

た。しかしながら、morphine慢性処置により活性化し、突起を伸展させたアス

トロサイトには、ほとんどmGluR5の免疫活性が認められなかった。一方、脊

髄由来神経／グリア共培養細胞にmorphineを」ηWroで3日間処置し、選択的

group　I　mGluR作動i薬である3，5－dihydrophenylglycine（DHPG）による神経細胞内

Ca2＋濃度上昇の変化をfluo－3AM法により測定したところ、　morphineを処置し

た神経細胞において著明かつ有意な細胞内Ca2＋応答の増強が認められた。以上

の結果から、morphineの慢性処置により機能的なmGluR5が増加し、こうした

現象が、mOlphine鎮痛耐性の形成に関与していることを明らかにしている。

　これの結果から、etorphine慢性処置によるMORの脱感作は、受容体の代謝回

転関連機能蛋白質に依存した受容体の細胞内陥入に起因していることを明らか

にしている。一方、morphine鎮痛耐性形成はMORの細胞内陥入とはほとんど連

動せず、神経細胞のmGluR5／PKCγ経路に依存した脊髄内アストロサイトの活

性化が直接的に関与していることを明らかにしている。これらのことから、

morphine慢性処置による長期的なMOR刺激は、持続的にグルタミン酸の遊離を

抑制するため、ポストシナプスのmGluR5のup－regulationを誘導し、脊髄後角
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部のPKCγの著しい活性化を引き起こすことを示唆している。またこの神経細

胞で増加したPKCγは、何らかの生理活性物質の産生および放出を促し、周辺

に存在するアストロサイトを活性化させる可能性を示している。そしてそれら

の結果の総和として、神経細胞の興奮閾値が変化し、脊髄後角部の興奮性神経

伝達効率が大幅に増強され、morphineの鎮痛効果が減弱し、鎮痛耐性が形成さ

れることを示している。

　本論文で脊髄におけるオピオイドの鎮痛耐性機構を明らかにしたことは、オ

ピオイドの研究分野に大きく貢献し、臨床にも応用されると考えられる。本論

文は英文で正確に記載されており、博士（薬学）の学位に値する内容であると

判断する。
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