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論 文 内 容 要 旨

アヘンアルカロイ ドは他の感覚を麻痺 させずに痛覚のみを軽減する優れた鎮痛薬である。しか

し,身 体依存性,呼 吸抑制,便 秘などの副作用があり,こ れらが臨床での使用を制限 している。

中でも最も大 きな問題は薬物依存性であり,そ れによる薬物乱用が個人に対する害にとどまらず

大きな社会問題を引 き起 こしている事は衆知の事実である。

人類はアヘンアルカロイ ドないし内因性鎮痛peptideで あるenkephalinを 化学的に修飾する

事により,依 存形成能が弱 く,か つ鎮痛作用の強い薬物を創製 しようと試みてきたが,今 日まで

成功に至っていない。藤野 らはenkephalinanalogを 数多 く合成 し,そ れらは強力な鎮痛活性 を

もっことを発見 した。その内,Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-NHNHCOCH2CH3・AcOH(EK-209)

及びTyr-D-Met(○)一Gly-E七Phe-NHNHCOCH3・AcOH(EK-399)は,マ ウス鎮痛試験でそれ

ぞれmorphineの1.6～3.53倍 及び5.73～773倍 の鎮痛活性を示 した。これらのenkephalin誘 導体

は薬理学的にmorphine等 の麻薬性鎮痛薬 と類似の特性をもったあ,鎮 痛薬として開発するため

には依存形成能を評価 し,ヒ トでの乱用可能性を予測する必要がある。

ところで薬物依存には精神依存と身体依存があり,精 神依存が薬物を摂取 したいという強迫的

欲求を伴 う精神状態であるのに対 し,身 体依存とは,生 体が薬物の影響下にあることに適応 した

結果,そ の薬理効果が消失すると精神的及び身体的な病的症候(退 薬症候)を 発現する状態であ

る。精神依存形成能は薬物乱用を起 こす主たる原因とされており,そ の検索はヒトでの乱用可能

性を予測する上で最も重要である。精神依存形成能は,薬 理学的には薬物摂取行動に対する強化

効果として検索することができる。 この強化効果を動物実験で評価す る方法 として,動 物のオ

ペラント行動を利用 した自己投与試験法は信頼度が高 く,広 く用 いられている。中で も,依 存

形成能をもっ既知の薬物(標 準薬)の 自己投与を経験 した動物を用いる交差自己投与試験法は,

試験期間が短 くて済み,検 出感度も高い。そこで本研究ではまず,同 法を用いてEK-209及 び

EK-399の 強化効果を検討 した。

頸静脈内にカニューレを留置 したラットを,1個 の レバーと薬液注入装置を備えたオペラント

実験箱に入れ,動 物が レバーを押せば所定量のmorphine(標 準薬)を カニュー レを介 して注入

する条件下で訓練 した。この訓練を1日 約24時 間,1～6週 間行 うことによりラットは安定 した

morphine自 己投与を示す様になった。そこでmorphineを 麻薬性鎮痛薬codeineま た はfen-

tany1,麻 薬拮抗性鎮痛薬pe批azocine,麻 薬拮抗薬levallorphan,EK:一209ま たはEK399に 置

換 し,自 己投与回数を測定 した。その結果,codeine,fentanyl,pentazocine及 びEK-209で は

morphine投 与時の自己投与回数が維持され,し かも一回当たりの注入量(単 位用量)を 減量す

るとそれを補 うように自己投与回数が増加 した。一方,levallorphan及 びEK-399で は単位用量
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を減量 してもほとんどの動物で自己投与回数は増加 しなか った。以上の事 から,EK-209は 強化

効果が強いのに対 し,EK-399は 強化効果がないか,あ ったとしても極めて弱いことがわかった。

上記の交差 自己投与試験法で は,標 準薬 と被験薬がそれぞれagonistとan七agonistと の関

係にある時には退薬症候が誘発 されるため,被 験薬の自己投与が抑制される可能性がある。EK-

399は 低用量でmorphineの 鎮痛作用を抑制する事からan七agonistの 性質があると考えられ,そ

の性質がmorphineを 標準薬 とした上記の試験において自己投与を抑制 したおそれがある。 この

点を解明するため,次 に薬物未経験のラットを用いてEK-399の 長期連続 自己投与試験を行 った。

頸静脈内にカニューレを留置 したラットを上記と同様にオペラント実験箱に入れ,動 物のレバー

押 しに対 して生理食塩液を注入 し,自 己投与回数のコントロールレベルを測定 した。その後,生

理食塩液をEK-399ま たは陽性対照薬morphineま たはcocaineに 置換 し,自 己投与回数を測定

した。その結果,EK-399群 では4週 間,自 己投与回数 の増加 はなかったのに対 し,morphine

及びcocaine群 ではほとんどの動物が1～2週 間以内に自己投与回数の増加を示 した。更に,単

位用量を減量するとmorphine群 では全例が自己投与回数 の著 しい増加を示 したのに対 して,

EK:一399群では増加を示 した例は少数であり,し かも増加の程度は弱か った。 この事か ら,EK-

399の 強化効果は弱いことが確認できた。

以上の如 く,本 研究では始めに自己投与試験を行い,EK:一209及 びEK:一399の 強化効果 を調べ

た結果,前 者はその効果が強 く,後 者は弱い事を見出 した。ところで,自 己投与試験法では動物

が被験薬を好んで摂取するか否かは調べることができるが,薬 物摂取時にどの様な自覚効果を及

ぼしているのかは調べることができない。摂取時の自覚効果がどの様な種類の薬物の自覚効果に

類似 しているかを調べることは,精 神依存形成能の評価に大いに参考になる。動物実験では薬物

摂取時の自覚効果を直接知 ることはできないが,オ ペラント行動を利用 して薬物間の弁別刺激効

果の類似性を調べる事 により,自 覚効果の類似性を類推す る事ができる。以上の事から,本 研究

では次いで,EK-209及 びEK-399とmorphineと の弁別刺激効果の類似性にっいて検討 した。

給水制限したラットを,2個 のレバーと給水装置を備えたオペラント実験箱に入れ,標 準薬

morphineを 皮下投与 した時には片方のレバー(morphineレ バー)を 押 した時のみ給水 し,溶

媒である生理食塩液を皮下投与 した時には反対側のレバー(salineレ バー)を 押 した時のみ給水

する条件下で動物を訓練 した。 この訓練 を1日1回,1～2カ 月間反復す る事により,動 物

はmorphine投 与の有無により90%以 上の正解率でmorphine及 びsalineレ バーを選択できる

様になった。これらのラットにcodeine,fentany1,pentazocine,1evallorphan,EKI-209ま たは

EK-399を 皮下投与し,morphineレ バー選択率を調べた。その結果,ラ ットはcodeine,feptanyl

及びEK-209投 与時には90%以 上morphineレ バーを選択 した。一方,pentazocine,levallorphan

及びEK-399投 与時にはいずれも73%以 下のmorphineレ バー選択率 しか示さなか った。即 ち,
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morphineの 弁 別刺激効果 はcodeine,fentanyl及 びEK:一209に 完 全に般化 す るが,pentazocine,

levallorphan及 びEK-399に は不完全 に しか般化 しない ことが見 出され た。 この事 か らEK-209

はmorphine様 の,EK-399はmorphineと 異 なる弁別刺激効果 を もっ と推察 した。

以 上 の如 く,EK-399の 自覚 効 果 はmorphineと 異 なる可能 性が 示 唆 され た。一 般 にenke-

phalin誘 導 体 の鎮痛作用や依存性 な どの中枢作用 はmorphineと 同 じ くopioidreceptorを 介 し

て発現す るとされて いる。Opioidreceptorと しては μ,κ 及 び δ等 のサブタイ プが知 られて お

り,そ れ ぞれmorphine,ethylketocyclazocine(EKC)及 びenkephalinが 代 表 的 なagonistと

されて いる。また一部 のopioid(例 え ばN-allylnorme七azocine(NANM))は 脳 内 の α一recept-

orに 結 合 し,幻 覚,興 奮等の異常精神作用 を起 こす事 が知 られてい る。EK-399はinvitroで μ

及 び δ一〇pioidreceptorに 高 親和性 を示す事が報告 され ている。 そ こでEK-399の 弁 別 刺激 効果

の特徴 を更 に明 らか に し,そ の発現 に関与 す るreceptorを 推 定 す る目的でEK-399,morphine,

EKC及 びNANMの お 互 いの弁別刺激効 果の類似 性を検討 した。

給水制限 したラ ットを4群 に分 け,上 記 と同様のオ ペラン ト実験箱 に入 れ,そ れぞ れEK:一399,

morphine,EKCま た はNANMを 皮 下投与 した ときには片方 の レバ ー(drugレ バ ー)を 押 した

時 のみ給水 し,生 理食塩液を皮下投与 した時に は反対側 の レバーを押 した時のみ給水す る条件下

で訓練 した。 この訓練 を1日1回,1～2カ 月間反復す る事 によ り,各 群 の動物 はそれぞれEK-

399,morphine,EKCま た はNANMの 有 無 によ り90%以 上 の正解率で レバ ーを選択 で きる様 に

な った。EK-399,morphine及 びEKC投 与 時 のdrugレ バ ー選択 は,麻 薬拮抗薬naloxoneに よ っ

て完全 に拮 抗す る事 がで き,こ れ らの薬物 の弁別刺激効果 がopioidreceptorを 介 した効 果 で あ

ることが確認で きた。 これ らの動 物 に各種opioid系 薬 物 を皮下投与 し,drugレ バ ー選択 率 を調

べた。その結果,EK:一399訓 練 動物 はmorphine投 与 時 に90%以 上 の選択 率 を示 したの に対 し,

morph三ne訓 練 動物 はEK:一399投 与 時 には74%の 選 択率 しか示 さなか った。 また,EK-399訓 練

動物 のEKC及 びNANM投 与 時 の選択 率 は60及 び65%で あ り,EKC及 びNANM訓 練 動物 の

EK-399投 与 時 の選 択率 は46及 び12%に しか過 ぎなか った。即 ち,EK:一399の 弁 別 刺激 効果 は μ一

agonistで あ るmorphineに 完全 に般化す るのに対 し,morphineの 弁 別刺激効 果 はEK-399に 不

完全に しか般化 しな いことが見 出 され た。 ま た,EK:一399と κ及 び σ一agonis七 で あ るEKC及 び

NANMの 弁 別刺激効 果 とは相互 に不完全 に しか般化 しない ことを認 めた。 これ らの成 績 か ら,

EK-399の 弁 別刺激効果 の発現 には主 と して μ一〇pioidreceptorを 介 した作用が関与 して いるが,

morphineとEK-399と の間 に非対称 的な般化 がみ られ る事か らδ一〇pioidreceptorを 介 した作用

も関与 して いる可能 性が示唆 され た。

以上 の如 く,EK-399は 薬 物摂取行動 に対 す る強化効果が弱 く,し か もmorphineと 異 な る弁

別刺激効果 を有す る事が見出 され,こ れ らの事 か ら,EK-399の 精 神依 存形 成能 はない か,あ っ
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たとしても極めて弱いと予測できた。ところで薬物の依存形成能のもう一っの側面である身体依

存形成能は,薬 物乱用を引き起 こすことには関与 しないが,休 薬時に退薬症候を発現 させる事に

よってそれを増強するといわれている。そこで,本 研究では最後にラットを用 いてEK-399の 身

体依存形成能について検討 した。

身体依存の形成は,動 物に薬物を反復投与あるいは持続注入することによって試みる事ができ

る。身体依存が形成されたか否かは,上 記の処置後,特 異的拮抗薬を投与するか,ま たは休薬 し

た場合に体重減少などの退薬症候が発現するか否かによって判定する。小動物の身体依存の形成

法として数多 くの方法が開発 されてきたが,留 置カニューレを利用 した薬液の頻回注入法 は,

opioid系 薬物の身体依存形成法 として,試 験期間が短 くて済むこと及びpethidine等 の身体依存

形成能の弱い薬物でも身体依存を形成可能な点で優れている。そこで先ず、頻回注入法を用いて

EK-399の 身体依存の形成を試みた。

頸静脈内にカニューレを留置 したラットを薬液注入装置を備えたケージに入れ,1時 間に1回,

1分 間,所 定量のEK:一399,morphine,pethidineま たはpentazocineを カニューレを介 して注入

した。3日 間の反復注入後,naloxoneを 皮下投与 したところ,EK:一399処 置動物は体重減少 など

の退薬症候を示 したが,そ の程度はpethidine及 びpen七azocine処 置動物と同程度であ り,mor-

phine処 置動物より軽度であった。更 に,4日 間薬液を反復注入後,休 薬 したところ,morphine,

pethidine及 びpentazocine処 置動物は明 らかな体重減少を示 したが,EK-399処 置動物は僅かな

体重減少 しか示さなかった。以上の成績から,EK-399の 身体依存形成能はmorphine,pethidine

及びpentazocineの いずれよりも弱い事を見出 した。

次に,EK-399の 身体依存形成能がmorphine型 であるか否かを検討す るため,上 記 と同様 の

方法を用いてEK-399とmorphineと の交差身体依存性を調べた。

ラットにmorphineま たはEK:一399を頸静脈内留置カニューレを介 して7日 間反復注入 した後,

Inorphine処 置動物ではmorphineをEK-399に,EK-399処 置動物ではEK:一399をmorphineに

置換 し,退 薬症候の有無を調べた。その結果,い ずれの薬液置換においても退薬症候は発現 しな

かった。一方,Inorphineま たはEK:一399を生理食塩液に置換すると体重減少等の退薬症候がみ

られた。以上の如 く,EK:一399はmorphineと の間に交差性を示 し,morphine型 の身体依存形成

能を有する事を見出 した。

以上の知見 より,2っ のenkephalin誘 導体のうち,EK-209は 依存形成能が強いのに対 して,

EK-399は 依存形成能が弱いとの結論に達 した。また,EK-399の 精神依存形成能が弱い事 の理由

として,薬 物摂取時の自覚効果の発現に関与するrecep七〇rが,麻 薬性鎮痛薬morphineと 一部異

なることが推察された。EK-399は 鎮痛作用が極めて強 く,し かも依存形成能が弱いことか ら癌

性癒痛等の強い痛みに対する鎮痛薬 として期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨

Morphineは 癒痛以外の他の感覚を麻痺させることなく,選 択的に疹痛のみを軽減す る優れた

鎮痛薬であるが,そ の依存性は臨床での使用を制限 している最大の副作用である。内因性モルヒ

ネ様物質 としてenkephalinが 発見され,そ の誘導体のなかに鎮痛薬 を見 いだすべく多 くの開発

研究が行なわれている。本論文内容は,強 力な鎮痛作用を有するenkephalin誘 導体EK-209及

びEK-399に っいて,臨 床応用のうえで問題 となる薬物依存性にっいて検討を加え,ヒ トでの乱

用可能性を予測する目的でおこなった ものである。

まず,精 神依存形成能を調べるため,自 己投与試験を行なった。麻薬性鎮痛薬morphineの 静

脈内自己投与を経験 したラットに対 し,morphineの 代わりに被験薬を与えてその自己投与回数

を調べた。その結果,① 各種麻薬性鎮痛薬やEK-209で は高頻度の自己投与がみられたのに対 し,

麻薬拮抗薬やEK-399で は低頻度の自己投与 しかみられない。②薬物未経験のラットを用 いて長

期間連続自己投与試験を行なった結果,morphineやcocaineで は高頻度 の自己投与がみ られた

のに対し,EK-399で は低頻度の自己投与 しかみ られないことを明 らかにした。以上の成績から,

EK-209'は 自己投与頻度を増加させる性質,即 ち強化効果を有するのに対 し,EK-399は 強化効果

が殆どないことを見出 した。

次にこれ らの化合物の摂取時の自覚効果を推測す るため,薬 物弁別試験を行なった。標準薬投

与時には二つのレバーのうち一方を,溶 媒投与時には他方を選択すれば報酬を与える条件でラッ

トを訓練 した。訓練後,被 験薬を投与 し,動 物が80%以 上標準薬側のレバーを選択すれば,標 準

薬の弁別刺激は被験薬のそれに完全に般化 したと判定 し,被 験薬の自覚効果は標準薬のそれに類

似 していると推測されるわけである。①morphine(μ 一〇pioid受容体agonisの を標準薬 として

試験を行ないmorphineの 弁別刺激 は各種麻薬性鎮痛薬やEK-209に 完全 に般化 したのに対 し,

麻薬拮抗薬やEK-399に は不完全にしか般化 しない。また②EK-399を 標準薬 とした場合,EX-

399の 弁別刺激は麻薬拮抗薬naloxoneに よって完全に拮抗 され,ま たmorphineに 完全 に般化

することを明 らかにした。これらの成績か ら,EK-209はmorphineと 同様 の,EK-399は 王nor-

phineと 異なる自覚効果を有すること,お よびEK-399の 自覚効果の発現には主 として μ受容体

が関与 していることを示唆 した。

さらに,EK-399の 身体依存形成能にっいて検討 した。EK-399の 静脈内反復投与後naloxone

の投与か或いは休薬によって誘発される退薬症状を調べたところ,そ の強さは各種麻薬性鎮痛薬

より弱く,身 体依存形成能 は極めて弱いことを明 らかにした。以上の成績からEK-209は 依存性

が強く,乱 用される恐れがあるのに対 し,EK-399は 依存性が弱く,乱 用 される可能性はないと

の結論を得た。
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本研究で見いだされたEK:一399は,morphineに 代替 し得る鎮痛薬 としての開発が期待 される

ものである。本研究内容は,麻 薬性鎮痛薬の依存性の実験動物における評価の上でも有用な新知

見を加えたものであり,学 位を授与するに十分値すると判断す る。
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