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T h y r o t r o p i n － r el e a s i n g h o r m o n e くT R 印 アナ ロ グ

H U B －9 4 と H U B －9 5 の 生物学的活性と

カ テ コ
ー ル アミ ン分泌におよ ぼす影響

金沢大学医学部小児科学講座 く主任 こ 谷 口 布教按1

岡 部 敬

く平成 1 年 2 月17 日受付1
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T h y r o t r o pi n
－

r el e a si n g h o r m o n e くT R H J の 構造は ，
ピ ロ グ ル タ ミ ル

ー ヒ ス チ ジ ル u プ ロ リナ ミ ド

で あ る が ， その グル タミ ン基 を ホ モ グ ル タ ミ ン に置換 した アナ ロ グ
，
ピロ ホ モ グル タ ミ ル ー ヒ ス チ ジ ル

ープ ロ リ ナ ミ ド くH U B － 叫 お よ び ，
さ ら に その ヒ ス チ ジ ン 基 を ノ ル バ リ ン に 置換 した ピロ ホ モ グル タ ミ

ル ー

ノ ル バ リ ニ ル ー プ ロ リ ナ ミ ド くH U B －9引 を 用 い て
，
そ の 生物学的活性お よ び カ テ コ ー ル ア ミ ン

くc a t e c h ol a m i n e ， C A J 分泌 へ の 影響 を T R H と比較検討 した ■ H U B ． 9 4 は ラ ッ ト脳シ ナ プ ト ゾ ー ム 分画

に 対 し T R H と ほ ぼ 同等の結合能 を有 した が くI C 印 ニ 4 ． O X l O
q 8
M v s l ．9 X 1 0

－ 8

M l ， H U B －9 5 の覿和性

は著 しく低か っ た く1 ．8 X l O
－ 5

叩 ． 副 腎お よび 視床下部 の周辺濯流系に お い て三 者は い ずれ も C A 放 出

を促進 した が ， そ の 刺激効果 は副腎で は H U B －9 5 が
，
視床下部 で は T R H が最 も強か っ た ． 成熟ラ ッ ト

の髄膜内投与に よ り， H U B －9 4 は T R H よ り強い 体温 ， 血圧 上 昇作用 を示 し ， 一 方 H U B ．9 5 で は体

温
，
脈 軌 血圧上 昇作用 お よ び sh a k i n g r e s p o n s e に 対 す る 作用 は T R H よ り 弱 か っ た ． し か し

H U B 胡 の み が 静脈内投与 で脈拍上昇作用 を示 した ． また ペ ン トパ ル ビタ
ー ル 麻酔か らの 覚醒作用 は 両

ア ナ ロ グと も T R H よ り強か っ た ． 次 に 幼君 ラ ッ ト に お い て 1 x 1 0－9 m ol e s 髄腔 内投与後 の血 中 C A

は
，
H U B ． 9 5 が ノ ル エ ビネ プ リ ン くn o r e pi n e ph ri n e ， N El ， エ ビ ネ フ リ ン くe pi n e ph ri n e ， E l と も上 昇し ，

H U B 胡 お よ び T R H は E で 上 昇 傾 向 を 示 し た ． さ ら に 7 日 間連 日 幼 若 ラ ッ ト の 髄 艦 内 に

10－1 0 旬 1 0－9 m ol e s 投与後の 組織 C A 含量 と チ ロ ジ ン 水酸化酵素くt y r o s in e h y d r o x yl a s e ， T H ト活性を測

定 した 一 前脳十 中脳 お よ び副腎 に お い て 三 者と も N E 含量が 低下 した ． ま た T H 活性は 前脳 ＋ 中脳 で

は T R H で
，
副腎で は H U B － 9 4 で 増加傾向を 示 し た ． 以 上 の 結果か ら T R H ア ナ ロ グ H U 13 ．9 4 は よ り

中枢性 に
，
H U B －9 5 はよ り末梢性 に 強い T R H 様作用 を有す る と考 え られ る ． ま た こ れ ら の 作用発現 に

中枢お よ び 末梢 で の C A の 産生 や 放出の 促進 が関与 する こ と が示 唆 さ れ た ．

E e y w o r d s t h y r o t r o p l n － r el e a s l n g h o r m o n e ， t h y r ot r o p l n － r el e a s l n g h o r m o n e

a n al o g u e ， C a t e C h ol a m i n e

T h y r o t r o pi n － r el e a si n g h o r m o n e くT R 印 は 視床 下

部に 限ら ず， 大脳皮質や 小脳 な ど脳内に 広 く分布 して

い る
1，21

－ その 作用 は h y p o p h y si o t r o pi c h o r m o n e と し

ての th y r o tr o pi n くT S HJ 分泌 刺激ば か り で な く ， 神経

伝達物質や神経修飾物質と して
3，

多岐に 及 ん で い る ．

A b b r e v i at io n s ニ A c h
，
a C et y l c h oli n e ニ C A ，

D M S O
，
di m e t y ls ulf o x id e 三 E ， e p i n e p h ri n e 三

di a mi n e t et r a l a C e tic a cid ニ H P L C ， h i gh

T R H の 動物 に お け る 中枢性作用 は ， 自発 運動 の 完

進
4ト 刀

， 睡 眠 や 麻酔 か らの 覚 醒 作 用
8I9I

，
血 圧

岬1 り

，
心

拍1
2I
お よ び体温

13ト 15I
の 上 昇作 用 な どが 知られ て い る ．

な か で も ラ ッ トの 出血 性
16－

， 脊髄性 シ ョ ッ ク 時の 昇庄

作用
川

，
ペ ン ト パ ル ビ タ

ー ル 麻酔下で の 覚醒作 用
9，

，
ま

C a t e C h ol a m i n e i D H B A ， dih y d r o x y b e n z yl a m i n e 妄

E C D
，
el e ct r o c h e m i c al d e t e ct o r ニE D T A ， e t h y le n e

p e rf o r m a n c e liq uid ch r o m a t o g r a p h y ニ H U B －9 4
，

p y r oh o m o gl u t a m y l
－ his tid yl

－

p r Olin a m id e i H U B
－95

， p y r O h o m o g lu t a m y l － n O r V ali n y l － p r Oli n a m i －



3 5 2

た 人 で は脊髄小 脳変性症
l 乳用
や神経精神疾患

朔 U
に 対す

る治療効果が認 め られ ，
臨床 的に も 注目 され て い る ．

しか し T R H は血 中で す み や か に 分解さ れ 失活 す る の

で
，
近年 こ れ ら の T R H 様 の 神 経生 理学的作用 が 強

く
，
下 垂体刺激作用の少な い T R H ア ナ ロ グの 合成が

研究 さ れて い る ．

T R H お よび そ の ア ナ ロ グの 中枢神経 に 対す る作 用

機序と して ．
ホ ル モ ン 分泌作用 と無関係 に ，

ノ ル エ ビ

ネ フ リ ンくn o r e pi n e p h ri n e ， N El や ， ド
ー パ ミ ン 作動性

ニ ュ
ー

ロ ン に お け る カ テ コ
ー ル ア ミ ン くc a t e c h ol a m ．

i n e
，
C A l の t u r n o v e r の 冗 進

卿

， ア セ チ ル コ リ ン

くa c e t yl c h o li n e ， A c h1
22，23，

や セ ロ ト ニ ン
例
の 関与が 報告

さ れ て い る ． そ こで ， 今回 二 つ の T R H ア ナ ロ グ，
ピ

ロ ホ モ ダ ル ク ミ ル
ー

ヒ ス チ ジ ル
ー プ ロ リ ナ ミ ド

くH U B ． 瑚
25l

，
ピ ロ ホ モ グル タ ミ ル

ー ノ ル バ リ ニ ル
ー

プ

ロ リナ ミ ドくH U B
－9 51 に つ い て ，

そ の 生物学的活性 を

明 ら か に す る た め に ．
i n vit r o お よ び i n v i v o で

T R H と比 較検討した ．

材料お よ び方法

工 ． 使 用案割 と投与方法

T R H と し て は プ ロ チ レ リ ン く田 辺 ，
大 阪I を 用 い

た ． T R H ア ナ ロ グ の H U B
． 9 4

，
H U B －9 5 は 北陸大

P Y r O g t u t a m at e

もノL
－

H
N H
2

l l

P Y r O h o m o g l u t a m a t e

C H
r

C ニ ニ 0

つ
く
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つ
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Fi g ． 1 ． T h e s t r u c tu r e o f T R H a n d
it s a n al o g u

－

e s ， H U B
－9 4 a n d H U B －9 5 ． A r r o w ， S u b sti t u ti o n

o f a m i n o a ci d r e si d u e s i n T R H m ol e c ul e ．

学 ， 佐倉博士 よ り 供与 さ れ た も の を 用 い た く図 11 ．

T R H と H U B － 9 4 は生食 で
，
H U B － 9 5 は ジメ チ ル ス ル

ホ キ シ ド くdi m e t yl s u lf o x i d e ， D M S O l ， く和光 ， 大阪1 で

3 X l O－
2

M に 溶解後 ，
さ ら に 生食で 所定 の濃度ま で 稀

釈 して 用い た ．

工王 ． 実験 動物

生後 2 へ 3 週 の ウ イ ス タ
ー 系 ラ ッ ト お よ び 200 へ

2 5 0 g の 雄成熟 ラ ッ ト を用 い た ．

111 ． T R E ア ナ ロ グ の T R H 受 容体 へ の 親和性 の測

定

1 ． シ ナ プ トゾ ー ム 分画 の 作成

小川ら
狗
の 方法 に 従い エ

ー

テ ル 麻酔下 で ラ ッ ト を断

頭屠殺後 ， 直ち に脳 くり1脳 を 除く1 を10 容 の水冷 0 ．3 2

M シ ョ 糖溶液中で ホ モ ジ ナイ ズ した 後 ，
9 00 X g で1 0

分間遠 心 し ， そ の上 清 を さ ら に 11 ，5 0 0 x g で2 0 分間遠

心 した ． その 沈漆くシ ナ プ ト ゾ
ー ム 分画1 を 50 m M ト

リス 塩酸緩衝液くp H 7 ．即 に 懸濁 し， 再 度 11 ，5 0 0 x g で

2 0 分 遠心 した ． さ ら に そ の 沈漆を緩衝液 で再懸濁 し，

蛋白濃度 を 3 m gl m l に 調整 した も の を T R H 受容体

標品 と し た ． 蛋白 は L o w r y 法
野I
に よ り 定量 した ．

2 ． D i s pl a c e m e n t c u rv e の作成

シ ナ プ トゾ
ー

ム 分画 0 ． 5 m l
，
バ シ ト ラ シ ン く和光1

50 JL gl m l 添加 トリ ス 緩衝液くp H 7 ．61 0 ． 3 m l
， 非標識

T R H も し く は ア ナ ロ グ 0 ． 1 m l く最終 濃度 10．
1q
へ

1 0
－ 4
M l ， お よ び

3
H 標 識 T R H くs p e cifi c a c ti vit y

5 5 ．6 cil m m o ll くN e w E n gl a n d N u cl e a r ， 米 国1 0 ． 1 m l

く最終濃度6 ．5 X l O－9 M l を混 じて氷水中で 3 時 間イ ン

キ ュ ベ
ー

卜 した ． 受容体結合塾 ト レ ー

サ
ー

と遊離型ト

レ
ー

サ
ー

の 分 離 に は Wh a t m a n G F J
I
C くWh a t m a n ，

M a id st o n e
， 英 国1 に よ る吸引濾過法 を用 い た ． 測定

は tri pli c a t e で ，
ア ロ カ液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン

タ ー L S C －7 0 0 げ ロ カ ， 東 京I を 用 い た ．

3
H 標 識

T R H と受容体 と の 結 合 は ，
非標 識 T R H も しく は

T R H ア ナ ロ グ を加 えな い 対照 に 対す る放射活性の 百

分率 で 算出 した ．

I V ． 組織周辺 濯流系 に よ る C A 放 出量 の 定量

1 ． 副腎周辺漂流法く図2I

山 田
公I
の 方法 に 従 い ，

ラ ッ ト を エ
ー

テ ル 麻酔下で開

腹 し ， 副 腎を 摘出 ，
被 膜 を 除去後細 切 し た ． そ の

10 句 2 0 m g を3 7
0

C 温浴中 のイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン チ ャ ン

バ ー く0 ．2 5 m l いこ入 れ ，
9 5％ 0 2， 5 ％C O 2 で 飽和し たソ

ル ビ ト
ー ル 加乳 酸リ ン ゲ ル 液 く大塚 ， 東京1 0 ．2 5 m lノ分

d e ニ工C 5 。， C O n C e n t r a ti o n c a u si n g 5 0 ％ in h ibiti o n i N E ， n O r e pi n e p
h ri n e ニ P ．S ．

，
i n t r a p e rit o n e al

inj e c ti o n of 2 5 m gl k g p e n t ob a rb it al s o di u m i T H ， ty r O Si n e h y d r o
x y l a s e 三 T R H ，

t h y r o t r o p i n
－ r ele a sin g h o r m o n e 芸 T S H ，

th y r o t r o pi n i 髄注 ，
髄膜内注入 i 生食 ，

生理食塩水
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の 流速 で 潜流 した ■ 濯流液 は あ らか じめ 20 ノJ l の 6 N

過塩素酸 を加え た試験管 に 5 分毎 に経 時的に 採取 し ，

その まま 電気化学的検出器 C o ul o c h e m 51 0 0 A くE S A ，

米国1 付 き 高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー くbi g b

p e rf o
r m a n c e li q ui d c h r o m a t o g r a p h y ， H P L CI L C － 5 A

隠 軋 京酎 に 注入 し C A 含量 を測定 した ． 標 準と し

て等量の塩酸 ノ ル エ ビネ フ リ ン く和光1 ， 重 酒石 酸 エ ビ

ネ フ リ ン くSi g m a ， 米国1 ， 塩酸 ド
ー パ ミ ン くSi g m aン．

ジヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ラ ミ ン くdih yd r o x yb e n z yl a mi n e ，

D H B A ， S i g m al を各 々 1 n gl JL l の 濃度に0 ． 1 N 過塩素

酸で溶解 し ， そ の う ち 1 0ノバ を H P L C に 注入 した ■ 標

準試料の測定内変動は 5 ％以 内で あ っ た ．

2 ． 濯流副腎髄質か らの C A 放 出量 の 測定

濯流開始時 よ り濯流液 に 含 ま れ る C A 含 量 を 測定

し
，
C A 放 出が ほ ぼ 一 定 と な る 2 時間後よ り ， 各量 の

T R H ， ア ナ ロ グ く2 ， 5 へ 5 ． O X l O－7 m o l e sン を含 む 潜流

液で 5 分間刺激 した ， C A 含量 の 変化 を負荷直前 の

C A 債 に対 す る 百分率 で算出した ．

3 ． 視床下部周辺湾流法

ラ ッ トを エ
ー

テ ル 麻酔下で断頭屠殺 し， 直 ち に 脳 を

取り出 し， G l o wi n s k i ら
291
の 方法に よ り視床下部 を切

離した ． そ し て厚さ 2 m m 以下の 4 切片 に 分割 し， 3 7

8

C の温浴 中 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン チ ャ ン バ
ー

く0 ． 7 5

m lI に 入 れ ，
9 5％ 0 2 ， 5 ％ C O 2 で飽和 し た K r e b s － R i n ．

g e r
－ bi c a rb o n a t e 液 く1 18 ． 5 m M N a C l

，
4 ． 7 m M K C l

，

1 － 2 m M K H 2 P O も 1 ． 2 m M M gS O ．
． 7 H D ， 2 ． 5 m M

C a C1 2， 2 5 m M N a H C O ，， p H 7 ． 4ナで 流速0 ．2 5 m l l
l分で 濯

流 し た 抑 ． 濯流液 は 3 分 軌 こあ ら か じめ1 伸 1 の 6 N 過

塩素酸 を加 えた 試験管に 採取 した ． 濯流液中の C A 含

量 の 定量 は前述 と同様に 行 っ た ．

4 ． 濯流視床下郡か ら の C A 放 出量 の定量

濯流開始時 よ り濯流液中の C A 含量 を測定 し ， C A

放 出量 が 一 定 と な る30分後 よ り
，
各量の T R 軋 ア ナ

ロ グく1 ． 5 旬 7 ． 5 X l O．7 m ol e sl を含む濯流液で 1 分間刺

激し た ． C A 含 量 の 変化 を負荷直前の C A 値 に 対す る

百分率 で 算出 した ．

I V ．
T R H 工お よ ぴ そ の ア ナ ロ グ の 髄 脛 内投与 に よ る

幼君お よ び成熟ラ ッ ト の 体温 の 変化 の 測定

1 ． 幼君 ラ ッ トの 場合

生後 3 過の ウ ィ ス タ ー 系 ラ ッ トの 髄艦内 に 生 食 の

み
，
1 0－1 0 お よ び 10－9 m ol e s の T R H

，
H U B ．9 4 も し く

は H U B 凋5 を20ノバ の 生食 に 溶か した もの を ， ス ト ッ

パ ー 付 き26 ゲ ー

ジ注射針 を用 い て 投与 した ． 体 温は腋

寄 で電子体温計くオ ム ロ ン ， 京都1 を用 い て ， 投 与前 ，

投与後30 分お よ び60 分に 測定 し
．
各群の 平均値 で 示 し

た ．

a p p J y t o H P L C w i t h E C D

F i g ． 2 ． S c h e m a ti c di a g r a m of ti s s u e p e rif u si o n s y st e m ． T e n t o t w e n t y m g o f

a d r e n al gl a n d s o r h y p o th a l a m u s a r e pl a c e d i n a c h a m b e r c o n t a i n i n g O ．25 mi

1 a c t a t e － R i n g e r s o l u ti o n くp H 6 ．8J o r K r e b s R i n g e r － bi c a rb o n a t e s o l u ti o n くp H 7 ．41
r e s p e c ti v el y ． F l o w r a t e i s c o n t r ol e d a t O ．2 5 m lJ

l
m i n b y p e ri st a p u m p a n d

p e rf u s a t e i s f r a c ti o n a t e d i n a t e st t u b e e v e r y 3 0 r 5 m in u t e s i n t e r v al s a n d

a n al y z e d b y H P L C ． H P L C
，
h i gh p e rf o r m a n c e li q u id c h r o m a t o g r a p h y i E C D ，

el e c t r o c h e m i c al d e t e c t o r ．
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2 ． 成熟 ラ ッ トの 場合

ウイ ス タ
ー 系雄 ラ ッ ト く200

旬 2 5 0 gI を ペ ン ト パ ル ビ

タ ー ル 麻酔下 で 頭皮 を切開 し ， 左 頭頂骨中央部 に ハ ン

ド エ ン ジ ン C －3 3 くロ ー ヤ ル 製作所 ， 東京1 を 用 い て 硬

膜 ま で 達す る 直径 3 m m の穴 を開 け ， そ の後頭皮 を縫

合 し た ． 術後 3 日 以上 経過 し た ラ ッ トく術後 ラ ッ ト1 に

ベ ン ト パ ル ビ タ
ー ル 2 5 m gノk g を腹 腔内投与 し眠 ら

せ
，
1 0 分 後 に 生食 ，

3 x l O
－ 8
m ol e s の T R H ， H U B －

9 4 も し く は H ロB － 9 5 を 前述 の 方法で頭頂骨の 穴よ り

投与 した ． 電子 体温計を肛門よ り 5 c m 挿 入 し， ベ ン ト

パ ル ビタ ー ル 投与時か ら 5 分毎 に ラ ッ ト直腸温 を測定

し た ．

V ． 成熟 ラ ッ トの 脈拍
，
血 圧 の 変動 の 測定

1 ． 髄應内投与の場合

術後 ラ ッ ト に 前述 の 方法 で ， 生 食 ，
3 x l O－8 m ol e s

の T R H ， H U B －9 4 も しく は H U B
－9 5 を髄注 し ， 脈拍

と血圧 を測定 した ． 脈拍と 血圧 は ラ ッ ト尾 動脈 血圧心

拍数記録装置 P S － 10 0 く理 研 開発 ， 横浜1 を用 い ， 3 7
0

C

に 加温 した保定器内拘束下 で t ail c u ff 法 に よ り測定

し た ． 脈拍お よ び 血圧 は 5 匝1 の 測定 の平均 を と り ，
そ

の 変化 を投与直前の それ ぞれ の 備 に 対 す る百分率で 示

した ．

2 ． 静脈内投与の 場合

成熟 ラ ッ ト の 尾 静脈 よ り 生食 ，
1 X l O－7 m ol e s の

T R H
，
H U B －9 4 も し くは H U B ． 9 5 を投与 し ， 前述 の方

法 に よ り脈拍お よ び 血圧 を測定 した ．

明 ． S h a ki n g T e S p O n S e の 測 定

術後 ラ ッ ト に 前述の 方法 で
，
生食

，
3 x l O

－ 8
m ol e s

の T R H
，
H U B －9 4 も しく は H U B －9 5 を髄注 し ， 投与

後10 分 間の Sh a k i n g r e s p o n s e の 回 数 を 測定 し た ．

S h a k i n g r e s p o n s e は W ei ら
311

の 定義 に 従い ラ ッ トの

頭 部， 肩 か ら体幹 に か け て の 急速 な反復性の 回 転運動

と した ．

VII ． ベ ン ト パ ル ビタ
ー ル 麻酔下 で の Sl e e pi n g ti m e

の 測 定

術後 ラ ッ ト に ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル 4 0 m gノk g を腹腔

内投与 し ， 立 ち 直 り反 射 が 消失後 ， 直 ち に 生食
，

3 X lO－
8

m ol e s の T R H
，
H U B － 9 4 も し く は H U B － 9 5

を髄注 した ． 立ち直 り反 射が 消失 して か ら再び 出現す

る まで の 時間を sl e e pi n g ti m e と し た ．

叩 ．
T R 耳 お よ ぴそ の ア ナ ロ グ に よ る 幼若 ラ ッ トの

血 祭カ テ コ ー ル ア ミ ン 変動 の 測 定

1 ． 薬剤投与お よ び検体採取

無拘束 ， 無麻酔 の幼君 ラ ッ ト に ， 前述 の 方法 で生

食 ，
3 X l O

－ 9

m ol e s の T R H
，
H U B － 9 4 も し く は

H U B 増5 を髄 注 した ． 1 5 分後 に 断頭屠殺 し エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 四 酢酸 くeth yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid
，

E D T A H 和光1 入 り の マ イ ク ロ チ ュ ー

ブ に血 液 を採取

し
， 遠心 分離 し上清 を定量 に 用 い た ．

2 ． 血 祭カ テ コ ー ル ア ミ ン 定量

血 祭0 ． 3 m l に 1 M ト リ ス 塩 酸緩衝液 くp H 8 ． 71

1 m l
， 活性 ア ル ミ ナ く和光I lO m g ， 内 部標準 と して

D H B A 3 0 0 p g を加 え ， 3 0 分間ゆ っ く り 振盟混和 した ．

ア ル ミナ 沈降後上清 を吸 引除去 し
，
沈殿 の ア ル ミ ナを

3 m l の蒸留水 で 3 回洗浄 した の ち ， ア ル ミ ナ に 吸着さ

れ た C A を 0 ． 1 N 過 塩 素酸 50 月1 で 溶 出 ， うち 30

JL l を H P L C に 注 入 し そ の分離 パ タ ー ン に よ り C A を

定量 し た ． 既知量 の C A の回 収率 は 42 士10 ％ であっ

た ．

正
．
7 日 間連 日髄 注 に よ る 組織 C A 含量

，
血 中 T 4

お よ ぴ テ ロ ジ ン水酸化酵素活性 の 測 定

1 ． 薬 剤投与 お よ び検体採取

生後 2 適の幼君ラ ッ トの 髄腫内 に 生食 ，
10．10

，
1 0．9

m o l e s の T R H ， H U B －9 4 も し く は H U B － 9 5 を 7 日間

連 日投与 した ． 8 日目 に エ ー

テ ル 麻酔下 で断頭屠殺し

前脳 ＋ 中脳 ， 小脳 ＋脳幹 仁 心 ， 腎， 副 腎お よ び褐色脂

肪 を摘出 した ． そ の 各半量を 0 ． 1 N 過 塩素酸 トノ2 m l

で ホ モ ジナ イ ズ し
， 遠 心後 上清 を C A 測 定用 検体と し

た ． 血 中 T ヰ の 測定
32I
は
，
ま ず血液 を濾紙に 吸着させ ，

乾燥後直径 3 m m の ペ
ー パ ー パ ン チ で 打 ち 抜 き血中

丁潤け定用検体 と し た ． 残 り半量 の脳 お よ び 副腎を0 ．2 5

M 薦 精液 で ホ モ ジ ナイ ズ し， 遠心後脳 ． 副腎の 上 帯

の テ ロ ジ ン 水酸化酵素くt y r o si n e h yd r o x yl a s e ， T 印

性 を以 下 に 述 べ る方法で測定 した ．

2 ． 組織 C A 含量 の 測定

血 祭 C A 含量 と ほ ぼ 同様 に C A 測定用 検体中 に含ま

れ る C A を活性 ア ル ミ ナ に 吸 着 させ
，
そ の 後0 ．1 N 過

塩素酸 で溶出 し H P L C に 注入 し ， そ の 分離パ タ ー ン

よ り C A を定 量 した ．

3 ． 血 中 T 4 測定

二 抗体法に よ る ク レ テ ン T 4 ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ

キ ッ ト く栄研 ， 東京1 を用 い た ． 放射 活性の 測定 は ， ア

ロ カ オ
ー

ト ウ エ ル ガ ン マ
ー カ ウ ン タ

ー A R C －5 0 0 げ ロ

カ1 を用 い た ．

4 ． 脳お よ び副腎 T H 活性 の 測定

N a g a t s u ら
33，
の 方法 に よ り検体 200 JL l と 1 M 酢酸

ナ ト リ ウ ム 緩衝液くp H 6 ． OJ lO O JL l ， 1 m M L －チ ロ ジ ン

く和光1 1 5 0 声1 ， 1 0 m M 硫 酸 第
一 鉄 ア ン モ ニ ウ ム く和

光1 10 〆1 ， 1 M 2 メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル く和光1 に溶解

した 10 m M 6
一 メ チ ル ー5

，
6
，
7
，
8 － テ トラ ハ イ ド ロ プ テリ ン

くSi g m aナ50 FL l を加 え ， 37
0

C で2 0 分蘭イ ン キ ュ ベ ー ト

した ． そ の後 水冷0 ．5 M 過塩 素酸 3 ． O m l を加 え
，
1 0 分



T R H ア ナ ロ グの 生物学的活性

後に 水冷 1 M 炭酸 カ リ ウ ム く和瑠 1 ．8 m l を加 え遠心

し た ． 上 清 を 二 重 カ ラ ム く上 部 ， ア ン バ
ー

ラ イ ト

C G ．5 0 p H 6 ． 1 ， 0 ．5 m l i 下部 ， 活性 ア ル ミ ナ0 ． 5 gl に

か け5 m l の 蒸留水 で 5 回 洗浄 し た ． 活性 ア ル ミ ナ に 吸

着した し ド
ー バ を0 ． 5 M 酢酸1 ． O m l に 溶出 し， そ れ を

J o h n s o n ら
瑚
の 方法に よ り測定 した ． T H 活性 は産生

された L
－ ド ー バ 量 くn m o llh rl m g p r o t ei nJ で 示 した ．

X ． 統計学的処 理

得られ た 数値 は す べ て 平 均値 土 樽準誤差 くm e a n 士

S ．E ． M ．I で示 した ． 多群間の 平均値 の差 の検定 に は 一

元配置分散分析後 S c h eff e ま た は D u n n e tt の 多重比

較法を用い た ． p く0 ． 0 5 の 場合 を有意差 あ り と 判定 し

た．

成 績

I ． T R H
，
H U B － 9 4 お よ ぴ H U B － 9 5 の T R E 受容

体 へ の 親和性く図3 I

T R H 受容体 へ の T R H アナ ロ グ の親和性 を み る た

めに
，
ラ ッ ト脳 よ り調整 した シ ナ プ ト ゾ

ー ム を用 い て

T R H お よび ア ナ ロ グ H U B － 94 と H U B －9 5 の
3
H 標識

T R H く
3
H ． T R H l に 対す る di s pl a c e m e n t c u r v e を作成

し た ． T R H お よ び H U B － 94 は 濃 度 依 存 性 に

3
H ． T R H と T R H 受容体 と の結合 を阻害 し ， 1 0－

4

M

に お ける非特異的結合 は両者 と も 対照 の 41 ％ で あ っ

十

こ
0

6
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しO
g 亡D o s 引 くM I

F ig ． 3 ． D i s pl a c e m e n t c u r v e o f
3
H － T R H b o u n d

t o s y n a pt o s o m al f r a c ti o n of r a t b r ai n b y

S y n th e ti c T R H o r T R H
－ a n a l o g u e s ， H U B－94

a n d H U B －9 5 ． E a c h p o i n t r e p r e s e n t s m e a n 士

S ．E ． M ． o f th r e e i n d e p e n d e n t t ri pli c a t e d e t e r m i
－

n a ti o n s ． I C 5 0， C O n C e n t r a ti o n of T R H o r

a n al o g u e s r e q u i r ed f o r 5 0 ％ di s pl a c e m e n t o f

b o u n d
3
H － T R H i 砂， T R H 三 A ， H U B －9 4 i 腐 ，

H U B －9 5 ．

3 5 5

た ． そ れ に 対 し て H U B －9 5 で は 10－8 M で は 対照 の

115 ％の最大結合 を示 し ， 以後濃度依存性 に 結合 を阻

害 し た ． 1 0
－ 4
M で の 結合 は 対照 の 57 ％で あ っ た ．

3
日－T R H と T R H 受 容体 の結合 を50 ％阻 害す る 濃度

で ある I C 5。 は そ れ ぞ れ T R H
，
1 ． 9 X l O

， 8

M
，
H U B ．

9 4
，
4 ． O x l O

－ 8

M で H U B ．9 5 で は1 ． 8 X l O－
5
M で あ っ

た ．

H ． 周 辺 濯 洗系 に お け る T R II H ロB ． 9 4 お よ ぴ

E tr B － 9 5 の C A 放出能

1 ． 潜流副腎髄質に お け る C A 放 出能く図4 封

副腎 20 m g の 潜流で は ， 濯流開始直後 の潜流液中の

N E は 30 士2 n gl m l くn ニ 31 ， E は 13 7 士19 n gl m l と 高値

を 呈 し た が ， 漸 次 減少 し 3 時 間後 に は N E は

11 士1 n gl m l ， E は 3 6 士3 n gl m l と な っ た ． 以後 1 時間

は ほぼ
一

定 の C A 含量 を呈 した た め ， 実験 は湾流開始
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T R H H U B －

9 4 H U B －

9 5 m O U

F i g ． 4 ． C a t e c h o l a m i n e r el e a s e f r o m p e ri f u s e d

r a t a d r e n al gl a n d くAJ a n d h y p o th al a m u s くBl

b y th e a d d iti o n o f T R H ， H U B
． 9 4 0 r H U B －9 5 ．

T R H
，
H U B － 9 4 a n d H U B － 9 5 w e r e u s e d a t th e

C O n C e n t r a ti o n o f 2 ．5 0 r 5 ．O x l O－7 m o l e s i n くAl
a n d l ．5 0 r 7 ．5 x l O

－ 7
m ol e s i n くBl ． V e r ti c al

b a r s m e a n d e v i a ti o n s く士 S ．E ． M ．1 w ith i n e x p e r －

i m e n t s a n d n u m b e r s i n p a r e n th e si s sh o w

n u m b e r s o f e x p e ri m e n t s ． S t a ti sti c al si g n ifi c a
－

n c e s a r e s h o w n a s f o ll o w s i p く0 ．0 5 b y A N O
－

V A f oll o w e d b y S c h eff e
，

s m u lti pl e c o m p a ri s o n

p r o c e d u r e ． E j ， n O r e pi n e ph ri n e i 詔 ， e pi n e p h ri n e ．



3 5 6

後 3 時 間 か ら 4 時 間 の あ い だ に 行 っ た ． T R H
，

H U B － 9 4 も し く は H U B －9 5 を そ れ ぞ れ2 ． 5 と5 ． O X

l O－
7

m o l e s 負荷す る と用 量依存性 に N E も しく は E

の 放 出が 増加 し た ． ま た H U B －9 5 で は5 ． O X l O
－ 7

m ol e s 負荷で N E の 放出は T R H お よ び H U B ．9 4 よ

り有 意に く共 に p く0 ． 0引 増大 した ．

2 ． 湾 流視床下部 に お ける C A 放出能く図4 即

視床下部 300 m g の 湾流 で は ， 港流 直後の湾流液中

の N E は3 ． 2 士0 ． l n gl m lくn 二 31 で あ っ た が ， 2 0 分後 に

は1 ． 8 士0 ． 1 n gノm l に ま で減少 し ， そ の 後30 分 間は ほ ぼ

一 定の C A 含量 を呈 した た め ， 実験 は30 分か ら50 分の

間に 行 っ た ． T R H も しく は ア ナ ロ グ1 ．5 と7 ． 5 X l O
－ 7

m ol e s の 負荷 に 対 す る C A の 増 加 率 は ，
T R H ，

H U B 増4 お よ び H U B －9 5 で も 用 量依存性 に 増加 した ．

また T R H は7 ． 5 X l O
－ 7

m ol e s の 負荷で H U B －9 4 お よ

び H U B －9 5 よ り有意 に くp く0 ．0 5I ， 1 ． 5 X l O
－ 7
m o l e s

りり

ぐCI

T 椚t o r A n か O g u e S
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＋
卜
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丁

の 負荷で H U B －9 5 よ り有意 に くp く0 ． 0 引 N E 放出が増

大 した ．

工Il
．
T R H

，
H tJ B － 9 4 お よ ぴ H U 月 － 9 5 の ラ ッ ト体温

へ の 影響

1 ． 幼若 ラ ッ トの 体温変化く図5 AI

幼 君 ラ ッ ト に H U B ． 9 4 お よ び H U B ．9 5 1 0
． 10

m o l e s 投与 して も
，
3 0 分 お よ び60 分後 に 有意 な体温の

変化 を認 め な か っ た ． そ れ に 対 し て T R H l O
－ 1 0

m ol e s
，
H U B －9 4 1 0

－ 9
m ol e s 投与 で は ， 投与前よ り投与

30 分後 の体湿 は有意 に 上 昇 仁各々前 ，
36 ． 6 士0 ． l

O

C ニ

3 0 分後 ，
3 6 ．9 士0 ． l

O

C くp く0 ． 0 引二 前 ，
3 6 ． 3 士0 ． 2

0

C ニ

3 0 分 後
，
3 7 ． 0 士0 ． l

O

C くp く0 ． 0 51コ し た ． H U B －95

1 0
－ 9

m ol e s 投与で は ， 投与 前よ り投与後30 分 ， 6 0 分の

両 方で体温は有意に 上 昇 亡前 ， 36 ． 6 士0 ． l
O

C ニ3 0 分
，

3 7 ． 4 士0 ． l
O

C くp く0 ． 0 51 こ 6 0 分 ，
3 7 ． 0 士0 ． l

O

C くp く0 ．0 5

1コ した ．

－ 1 0
－

5 0 5 1 0 1 5 2 0

くm i両

Fi g ． 5 ． E ff e c t s o f i n t r a th e c al a
d m i n i s t r a ti o n o f T R H

，
H U B －9 4 0 r H U B －9 5 0 n th e

b o d y t e m p e r a t u r e i n y o u n g くAl a n d a d u lt r a t s くBl － t
A l 争， 1 0

． 1 0
m ol e s T R H

くn ニ 5 H A ， 1 0－
1O
m ol e s H U B － 9 4 くn ニ 41 i A ， 1 0T

9

m ol e s H U B
－9 4 くn ニ 61 エ ロ ， 1 0

J O

m 。1 e s H U B － 9 5 くn ニ 41 ニ 由 ， 1 0－
9
m ol e s H U B －9 5 くn ニ 61 こ 0 ， C O n t r Ol くn ニ 5J ．

v e r ti c al b a r
，
m e a n 士S ． E ． M － i 貪 ， p く0 ．0 5 v s t e m p e r a t u r e a t

O m i n u t e s b y

A N O V A f o ll o w e d b y D u n n e tt
，

s m u lti pl e c o m p a ri s o n p r o c e d u r e － くBl 争， 3 X 1 0
． 8

m ol e s T R H くn ニ 71 ニ A ， 3 x l O
－ 8
m o l e s H U B － 9 4 くn ニ 71 i 欄 ， 3 X l O．

8
m ol e s H U B－95

監認a ，Si a．
C

慧霊m
くn

諾
，－

m i n慧
，

豊吉こぎ
e

慧
e

霊e a 慧ア
n

浣，慧
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豊
m e a n 士S ．E ． M ニ 十 ， p く0 ．0 5 v s c o n t r ol b y A N O V A f o ll o w e d b y S c h eff e

，

s m ul ti pl e

C O m p a ri s o n p r o c e d u r e ．
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2 ． 成熟 ラ ッ トの 体温 変化 へ の 影響く図5 即

対照群 で は生食投与時よ り20 分後 ま で 体温変化くA

Tナは常 に 負の 値 をと り ， 漸次低下 し た ． 実験群 で は A

T は常 に 正 で ，
T R H

，
H U B ．9 4 の 両群 で は 漸増 した ．

20 分後 の A T は 対 照群－0 ． 3 2 士 0 ． 0 2
0

C に 比 し て

T R H お よ び H U B － 9 4 で有意 に 高値 E T R H ， 0 ． 4 7 士

0 ． 20 くp く0 － 0 裾 H U B －9 4
，
0 ． 7 5 士0 ． 1 3 くp く0 ． 0 51コ を示

した ． また H U B 一粥 く0 ． 0 8 士0 ．1 71 も増加傾向 を示 し

た ．

N ． T R 壬I お よ ぴア ナ ロ グ の ラ ッ ト の 脈拍 ． 血 圧 へ

の 影響

1 ． 髄腔内投与に よ る影 響

脈拍く図6 Aン は対照群 に 比 べ T R H 工およ び H U B ．9 4

投与で は ． 1 0 分後よ り 有意に 増加 し
，
それ は20 分後 も

持続した ． ま た H U B －9 5 で は1 5 分後 よ り 増加傾向 を

示 した ． 血圧 く図6Bl は H U B一朗 の み 投与10 分後よ り

対照群 に 比 べ 有意に 上 昇 し20 分後 も 持続 し た ． T R H

は5 分後 よ り上 昇傾向を 示 した が
，
H U B －9 5 投与で は

変化し な か っ た ．

2 ． 静脈内投与に よ る 影響

H り
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くm 回

H り

脈拍く図7 AI は H U B 増5 の み10 分後よ り対照 群 に 比

べ 有意 に 上 昇 し2 0 分後 も持続 した ． T R H H U B ． 9 4 で

は 不変 で あ っ た ． 血 圧 個7 別 は実験群の い ず れ も 対

照群 と有意 な変化 を示 さ なか っ た ．

V
■ S b a ki n g r e s p o n s e に 対す る 影響く図 8 I

T R H また はそ の ア ナ ロ グ投与後10 分 間の Sh a k i n g

r e s p o n s e の 回 数 は ， 対照群0 ． 8 士0 ． 7 回 に 対 し て
，

T R H
，
H U B －9 4 で 有意 に 増加 烙 々5 0 ． 7 士9 ． 6 臥

p く0 ．0 5 こ4 7 ．5 士8 ． 7 回 ，
p く0 ． 0 51 した ． H U B － 9 5 は

2 ．8 士2 ． 5 回 で 対照群と有意差が なか っ た ．

VI ．
ベ ン トパ ル ビタ ー ル 麻酔下 で の T R 打 者 よ ぴ そ

の ア ナ ロ グ の Sl e e pi 喝 ti m e へ の 影響 く図9 I

ベ ン ト パ ル ビタ
ー ル を用 い 40 m gノk g 腹腔 内投与5

分以 内 に す べ て の 群 で 立 ち 直 り 反 射 が 消失 し た ．

S l e e p in g ti m e は対照群60 ． 9 士 4 ， 4 分 に対 し ， H U B －9 4

お よび H U B 将5 で 有 意 に 短縮く各 々36 ． 5 士5 ． 1 分
，

p く0 ． 0 5 こ42 ． 3 士4 ． 7 分
， p く0 ．0 5 ル た ．

T R H で は5 4 ． 2

士3 ． 8 分で 対照群と の 有意差 を認め な か っ た ．

W ． 血 凍 C A に 対 す る 影響く図1 01

血 襲 N E は 対 照 群6 ． 8 士 0 ． 6 n gl m l に 対 し ，
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くm i両

Fi g ． 6 ． E ff e c t s of i n t r a th e c al a d m i n i s tr a ti o n o f T R H ， H U B
q9 4 0 r H U B － 95 0 n

h e a rt r a t e くAl a n d b l o o d p r e s s u r e くBJ i n a d ul t r a t s ． P ．S ．
， p e n t O b a r b it a l s o di u m

in j e cti o n a s s a m e a s th a t i n Fi g ． 5 ニ 翁， T R H i A ， H U B －9 4 ニ 曙， H U B －9 5 i O ，
C O n t r Ol i H R ， h e a r t r a t e i B P ， bl o o d p r e s s u r e ． O th e r s y m b o I s a n d c o n c e n t r a ti o n

O f th e d r u g s a r e th e s a m e w ith F i g ． 5 くBI ． N u m b e r s i n p a r e n th e si s s h o w

n u m b e r s o f r a t s ．



3 5 8

H U B 凋5 で有意 に 上昇く12 ． 5 士0 ． 7 n gノm l ， p く0 ． 0引 し

た が T R H H U B
－9 4 で は変化 しな か っ た ． 血紫 E は

対 照群5 ． 9 士1 ． 4 n gノm l に 対 し ， H U B 一 粥 で 最 も 上 昇

く1 4 ． 8 士3 ． 1 n gJ mi J し ， ま た H U B － 9 4 お よ び T R H

で も上 昇傾向く各々 12 ． 2 士1 ． 7 n gl m l ． 1 1 ． 4 士4 ． O n gl

m ll を示 した ． 血祭 D A は 対照群3 ． 3 士0 ． 9 n gl m l に 対

して H U B ． 95 で 上 昇傾向く7 ． 2 士2 ．6 n gノm ll を認 めた ■

肌 T R I暮 お よ びそ の ア ナ ロ グ の 7 日 間連日 随 注 に

よ る 組織 C A 含量 ，
血 中T 4， T E 活 性 に お よ ぽ

す影響

1 ． 脳 内 C A 含量 く表 り

前脳 ＋ 中脳 の N E 含量 は 対照群 に 比 べ H U B 増5

く10－
9

m ol e sJ で 有 意 に 低 下 くp く0 ． 0 5 1 し ，
T R H

く10
－ 10
rn 01 e sl ， H U B －9 4 く10

－ 9
m o l e sl で も低下傾向 を認

めた ． D A 含量 は T R Hく10T
l O
m ol e sl お よび H U B ． 9 5

く10
－ 10
m o l e sl で 上 昇傾 向 を認 め た ． 小 脳 ＋ 脳幹 で

N E 含量は H U B － 9 4 く10
－ 10
m ol e sI で上 昇傾向， D A 含

量 は H U B ．9 4 く10
－ 9
m ol e sI H U B ．9 5 く10－

10

m ol e sl で低

下傾向を示 し た ．

2 ， 副腎， 心 ， 褐色 脂肪 お よ び 腎の C A 含量 く表

2 1

くAl

H R く％i n c r e q s el

3 0

2 0

10

0

r lO

T R H o r A n a I o g u e s

f

．豪章義
幸

副腎 N E 含 量 で は T R H く10
－ 10

m o l e sl ， H U B －9 4

く10
－ 10
m ol e sl お よ び H U B ．9 5 く10

－ 9
m o l e sl で 対照群に

比 べ 低 下傾 向 を 示 し た ． E 含 量 は H U B －9 4 く10
－ 9

，

1 0
－ 1 0
m o l e sl お よ び H U B q 9 5 く10

－ 9
m o l e sl で低下傾向

を 示 し た ． 心 の N E 含 量 は H U B －9 4 く10
－ 10
m ol e sl ，

H U 13 ．粥 く10
－ 9

，
1 0

－ 1 0
m ol e sI で低下傾向を示 した ． 褐色

脂肪 で は す べ て の ア ナ ロ グ投与群 で N E 含 量の 上 昇

傾向 を 示 し た ． 腎 で は N E 含 量 が H U B －9 4 く10
q l O

m ol e sl ， H U B －9 5 く10
， 9

，
1 0－1O m ol e sl で 有意 に 低下く三

群と も p く0 ．0 51 し ， H U B － 94 く10
－ 9
m o l e sl で も低下傾

向 を示 した ．

3 ． 血中 T 4 く表 3 ナ

T R H お よび ア ナ ロ グの 甲状腺ホ ル モ ン に 対す る作

用 を み る た め に 血 中 T ． を測定 した ． 対照群 に 対 して

い ずれ の 実験群 も有意差 を認 め なか っ た ．

4 ． 脳 お よ び 副腎 T H 活性 く表 41

T R H お よ び ア ナ ロ グが C A 合成 に お よ ぼ す影響を

み る た め に ，
C A 合成系 の 律速段階酵素であ る T H 活

性 を測定 した ． 前脳 ＋中脳で は T R H く10－
9
m ol e sl 投

与で 対照 群 に 対 して T H 活性 の増加傾向を認 めた 一 副

腎で は H U B － 9 4 く1 0
J 9
m o l e sl 投与 で T H 活性の 増加

H り

B Pく％ i n c r e Q S el

3 0

2 0

10

0

－ 10

0 5 1 0 1 5 2 0

くm i nう

T R H o r A n a l o g u e s

t

産
0 5 1 0 15 2 0

佃冊

Fi g ． 7 ． E ff e c t s o f i n t r a v
e n o u s i nj e c ti o n o f l x l O

－ 7

m o l e s T R H ， H U B
－ 9 4 0 r

fI U B －9 5 0 n h e a rt r a t e くAl a n d b l o o d p r e s s u r e くBl i n a d ult r a ts ■ 争 ， T R H

くn ニ 5I 三 A ，
H U B － 9 4 くn ニ 5 h Bl ， H U B －9 5 くn ニ 51 i O ， C O n t r Ol くn

二 5I ■ S t a ti s ti c al

si g n ifi c a n c e s a r e s h o w n a s f oll o w s i ＋ ． p く0 ．0 5 v s c o n tr o l b y A N O V A f oll o
w e d

b y D u n n e tt
，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n p r o
c e d u r e ■ O th e r s y m b oI s a r e th e s a m e w ith

F i g ． 6 ．
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傾向 を認 め た ．

考 察

T R B ア ナ ロ グ の 研究 に よ り ，

一 般 に T R H の 1 位

の ピロ グル タ ミ ン酸 と 3 位 の プ ロ リ ナ ミ ドは 中枢神経

作用の 発現 に
均
，
2 位 の ヒ ス チ ジ ン 基 は 下垂 体 T R H

受容体 へ の 結合に 働 き T S H 分泌 に 関与す る と 考え ら

れて い る
騨 1

． 今 回著者 は まず T R H ア ナ ロ グの 構造

の善が T R H 受容体 へ の 親和性や ， 中枢神経作用 に い

か に影響す るか を 二 種類の T R H ア ナ ロ グ ， H U B － 9 4

と H U B － 9 5 を用 い て 検討 した ． H U B 増4 は 1 位 の ピ

ロ グル タ ミ ン 幣 を ビ ロ ホ モ グ ル タ ミ ン 酸 に 置換す る こ

とに よ り ，
ホル モ ン作用 は T R H と 同程度 で ， 中枢神

経作用 と して レ ゼ ル ピン 処理 ラ ッ トに お い て メ タ ゾ ラ

く6 I
幸

こ

二
E

n

ニ

ー

符

丁
二
じ

こ
の

ム
の

じ

呈
s

む

巴

ぎ

三

雲
S

F i g ． 8 ． E ff e c t s o f i n t r a th e c al a d m i ni s t r a ti o n of

3 X l O－8 m o l e s T R H ， H U B －9 4 0 r H U B －9 5 0 n

h e a d －

S h a k i n g r e s p o n s e i n a d ul t r a t s ． H e a d
－

S h －

a k i n g r e s p o n s e w a s m e a s u r e d th e n u m b e r of

th e f r e q u e n ci e s f o r t e n m i n u t e s ， N um b e r i n

p a r e n t h e si s ， n u m b e r o f r a t s ． 貪 ， p く0 ．0 5 v s

C O n tr O l b y A N O V A，f o 1l o w e d b y S c h eff 6
，

s

m ul ti pl e c o m p a ri s o n p r o c e d u r e ．

3 5 9

ミ ドの 抗痙攣効果を T R壬i の 4 倍強く 回復さ せ ると報

告さ れ て い る
芳一

． また H U B 凋5 は H U B 増4 の 2 位 の ヒ

ス チ ジン 基 を ノ ル バ リ ン に 置換 した もの で ，
これ と頬

似す る T R H の ヒ ス チ ジ ン 基 を ノ ル バ リ ン に 置換 し た

ア ナ ロ グ p y r o gl u t a m yl
－

n O rv ali n yl
－

p r O li n a m i d e は ホ

ル モ ン 作用を ま っ たく 持た ず． 中枢神経作用 と して ハ

ロ ペ リ ド
ー ル の c a t al e p ti c eff e c t を T R H の 1 1倍 強く

抑制す る と報告され てい る
おI

． 従 っ て H U B － 9 5 はホ ル

モ ン作用 を持た ず， H U B －9 4 よ りさ ら に 強力な 中枢神

経作用 を有す る こ と が期待さ れる ．

ア ナ ロ グと ラ ッ ト脳 シ ナ プ ト ゾ ー

ム 分画の T R H 受

容体 と の 相 対的親和性 は I C 狙 で 表 す と
，
H U B t 94

，

H U B －9 5 は それ ぞれ T R H の ほ ぼ50 ％と0 ． 1 ％ で あ っ

た ． 受容体親和性 と T S Il 分 泌作用 が ほ ぼ比例す る こ

とよ り
珊

，
H U B －9 4 は T R H に 近い ホル モ ン作用 を持

ち ，
H U B 増5 は非常に 弱 い ホ ル モ ン 作用 し か持 た ない

事が 推察さ れ ， 先の 知見 を支持 して い る ．

本研究で は ， こ の様 な ア ナ ロ グ を用 い て 体温 ， 脈

拍 ，
血 圧

，
Sh a k in g r e s p o n s e お よ び ベ ン トパ ル ビ タ

ー

ル 麻酔下の Sl e e pi n g ti m e 等 の 生物学的活性 を比 較検

Fi g ． 9 ． E ff e c t s o f i n t r a th e c al a d m i n is t r a ti o n of

3 x l O－8 m ol e s T R H ， H U B －9 4 0 r H U B －9 5 0 n

p e n t o b a rb i t al
－i n d u c e d sl e e p l n g ti m e i n a d u lt

r a ts ． F o r t y m g of p e n to b a r bi t all k g b o d y
W ei gh t w a s u s e d ． N u m b e r i n p a r e n th e si s ，

n u m b e r o f r a t s ． 貴
， p く0 ．0 5 v s c o n t r ol b y

A N O V A f oll o w e d b y S c h e ff 6
，

s m u lti pl e c o m p a
－

ri s o n p r o c ed u r e ．



3 6 0

F i g ． 1 0 ． E f f e c t s o f i n t r a th e c al a d m i n i s t r a ti o n o
f

l X l O－9 m ol e s T R H ， H U B －9 4 0 r H U B －9 5 0 n
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r a t s ．
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a d m ni s t r a ti o n o f th e d r u g s ． ロ ， n O r e pi n e p
－

h ri n e i 扮 ， e Pi n e ph ri n e i
．

b
，
d o p a m i n e i V e r ti c al

b a r
，
士S ． E ．M ．ニ N u m b e r i n p a r e n th e si s ， n u m b e r

o f r a t s ． ＋
， p く0 ．0 5 v s c o n t r ol b y A N O V A

f oll o w e d b y S ch eff e
，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n

p r o c e d u r e ．

討 し た ． T R H に よ る体温上 昇作用 は視床下部， 交感

神経 ，
副 腎 お よ び 褐色 脂肪 に お け る N E ， E の

t u r n o v e r の 冗 進
13 ト 15，

，
す な わ ち n o n ，

Sh i v e ri n g

th e r m o g e n e si s に よ る とさ れ て い る
38l

． 著者 の 成績で

は T R H
，
H U B － 9 4 お よ び H U B ， 9 5 の い ずれ に お い て

も成熟 お よ び幼君ラ ッ トで体温 上昇作 用 を認 めた が
，

幼君 ラ ッ トで は T R H が ， 成熟ラ ッ トで は H U B － 94 が

最も 強い 作用 を示 した ．
こ の 理 由と して ペ ン トパ ル ビ

タ
ー ル 麻酔の 有無や ，

T R H お よ び ア ナ ロ グ の 使用量

の 違い な どの 条件 の差 も考 え ら れ る が ，
む しろ幼君

ラ ッ ト と成熟 ラ ッ トの 体温調節 に お け る本質的な遠い

に よ る も のが 大 き い と考 え られ る ． す なわ ち幼君ラ ッ

ト の 体温調節 に は 褐 色脂 肪 に よ る n o n －

Sh i v e ri n g

th e r m o g e n e si s が 重要で ある
381
の に 対 して ， 成熟 ラ ッ

ト で は Sh a k i n g r e s p o n s e と 関 係 が あ る と さ れ る

Shi v e ri n g th e r m o g e n e si s
31 I
が よ り 関与 して い る と思わ

れ る ． そ れ は sh a k i n g r e s p o n s e の 中枢で ある視床下

部後核 が sh i v e ri n g th e r m o g e n e si s の 中枢 で ある脚間

核と近接 して お り ， 脚間核か うの 神経繊維 によ り調節

を受 けて い る か ら で あ る
細I

． 実際 ， 成熟 ラ ッ ト で は明

らか に 認 め られ た sh a k i n g r e s p o n s e は幼君 ラ ッ トで

は ほ と ん ど認 め られ なか っ た ．

人 ， 動物 で T R H を静脈内も し く は髄腔内投与 した

時 ， 脈拍 は上 昇
劇 朋

ま た は不変
40I

， 血圧 は上 昇す る
41I 亜I

な ど と報告 さ れ て い る ． これ らの 変化 に 血 中 C A の上

昇 を と も なう と す る も の
41I 亜1
と 不変で あ っ た と す る も

の
亜I
な ど様々 で ある ． 脈拍 ，

血圧 上昇 の 機序と して ，

血 中 C A 上昇 を 認め る も の で も そ の程度 が血圧 上 昇を

起 こ す 程 で は 無い こ と や
亜l

，
此
， 月 ，
ブ ロ ッ カ

ー

や レ

ゼ ル ピ ン で も 昇圧 が 完全 に ブ ロ ッ ク さ れ な い こ とよ

り
川

， 交感神経系 の 関与 は む し ろ少な く ， 中枢 を介 し

た 直接的 な心血管系 へ の 作用 が 考 えら れ て い る ． 著者
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の成績 で は ， 脈拍 は T R H
，
H U B －9 4 の 静脈内投与 で 対

照群に 比 べ 有意 に変化 しな か っ た が ， 髄腔内投与 で 有

意に上 昇 し た ． ま た血 圧も静脈内投与 で は実験群の い

ずれ も対照群 に 比 べ 有 意な変化 を認 め なか っ た の に 対

し
， 髄脛内投与 で は H U B －9 4 で 有意 に 上 昇 ，

T R H で

増加傾向を示 し た ． こ れ らの 成績は い ず れ も T R H お

よ びそ の ア ナ ロ グの 脈拍 ， 血 圧 に 対 す る作用 が 中枢神

経を介す る こ と を 支持 し て い る ． と こ ろ が H U B － 9 5

投与後の 脈拍の 変化 で は ，
こ の 群 の み静脈内投与で対

照群に 比 べ
，
有意 に しか も髄腔内投与 よ り早期 に 上 昇

した ． こ れ は H U B － 95 の 作用 部位 が交感神経 や副腎

などの 末棉 に も存在 す る可能性を 示唆 して い る ．

Sh a k i n g r e s p o n s e の 発現 は T R H も し く は ア ナ ロ

グの T S 王1 分泌作用 と 相関す る と言わ れ
唖

，
し か も こ

の反応が T S H や甲状腺 ホル モ ン の 投 与に よ っ て誘発

さ れな い こ と よ り
，
そ の 機序 と し て T R H 受容体 を介

する何ら か の 神経物質 の 関与が考え ら れ て い る ． 著者

の 成績 も T R H 受 容 体 へ の 親 和性 が 高 い T R H
，

H U B 牒4 に お い て対照群 よ りも 有意に 反 応が 増大 し，

親和性の 低 い H U B ．貼 で は有意差 が無 か っ た こ と は

先の 知見 を支持 して い る ． ま た成 熟 ラ ッ ト で T R H
，

H U B －9 4 の 体温上 昇作用 が H U B ．9 5 よ り高度 で し か

も 長時間持 続 し た こ と は
，
S h a ki n g r e s p o n s e と

Sh i v e ri n g th e r m o g e n e si s と の 関連 を支持す る ．

T R H は ペ ン ト パ ル ビタ ー ル 麻 酔下 で の Sl e e pi n g

ti m e を短縮 す るが
，
B r e e s e

瑚
は こ れが ア トロ ピン の髄

腱内投与 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る と 報 告 し
，
ま た

Y a r b r o u gh
ヰ51
は ア セ チル コ リ ン の i o n t o p h o r e si s に よ

り大脳皮質の 興奮性 が増大 す る と 報告 し た ． さ ら に

S c h m id t
均
は ベ ン ト パ ル ビ タ

ー ル に よ っ て抑制 さ れ た

海馬の コ リ ン 活性 が T R H に よ り 回復す る こ と を示 し

た － こ れ ら の 結果 か ら T R H の 睡 眠 短 縮作 用 は
，

T R H に よ る 中隔一海馬系の ア セ チ ル コ リ ン 作 動性

ニ ュ
ー

ロ ン の 興 奮性 の 増大に よ る とさ れ て い る
2 2I

． 著

者 の成績 で は H U B －9 4
，
H U B －9 5 の 両ア ナ ロ グ共 に 対

照 群 に 比 べ 有 意な sl e e pi n g ti m e の 短絡 を認 めた ． ま

た両 アナ ロ グが 共 に Sl e e p in g ti m e の 短縮 に お い て

T R H よ り 強い 作用 を示 した こ と は ， 体温 卜 脈 拍
，
血

圧 お よ び sh a k i n g r e s p o n s e に お ける T R H と ア ナ ロ

グの 相対的強度 と は明 ら か に 異な っ て お り ，
こ の 作用

の 発現に こ れ ま で と異な る 神経物質が関与し て い る こ

と を示 唆し て い る ．

こ の 様 な T R H の 生 物 学 的活 性 の 発 現 に は

N E
13ト 1 岬

，
D A

小 6J

，
セ ロ ト ニ ン

7I2 41

や ア セ チ ル コ リ

ン
裂服且
な どの 神経伝達物質 が関与 して お り ， な か で も

N E や D A な どの モ ノ ア ミ ン 系が 最も 重要 な役割 を

担 っ て い る ． i n v it r o で B e n n e tt ら
欄
は視床下 部 ， 中

隔 ， 側坐 核の ス ライ ス の 濠流 に よ り T R H が N E と
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D A の放出 を濃度依存性 に 増大 さ せ る こ と を報告 し

た ． i n v i v o で の T R H の急性投与 は ，
a － メ チ ル パ ラ

タイ ロ シ ン くa － m e th yl
－

p
－t y r O Si n el で 前処置 し た ラ ッ

ト の 脳内の C A 含量 を対照 に 比 べ て 2 時 間か ら 3 時間

後 に 有意 に 低下 させ る こ と よ り
49 ト 瑚

，
C A 放 出を 促進

さ せ t11 m O V e r を 冗 進 す る と さ れ て い る ． ま た

B r o w n
4 竹
は ラ ッ ト側脳室 に T R H l O J L g を投与 し ， 1 0

分後 に 血 中 N E ， E の 上昇 ，
それ に 伴 う血 糖 の 上 昇 を

認 め
，
さ らに 副腎摘除ラ ッ トで は血 糖の 上 昇が 認 め ら

れ ない こ と よ り E は 中枢 を介 して 副腎髄質 よ り放出

さ れ る と した ． T R H の 慢 性投与 に よ る作用 は大脳皮

質 の C A 含量 に お い て ，
D A は 上 昇

哺 鋤

，
N E は 不

変
49JS 2 1 5 3I

， それ らの 代謝産物 で あ る h o m o v ali n i c a cid

くH V Al ， 3 － m e th o x y ． 4 －h y d r o x y p h e n yl e th yl e n e gl y c ol

くM O P E G りま と も に 上 昇
521

，
T H 活性 は 脳幹 で 上 昇

し
5 籾

，

3
H 標識 N E の u pt a k e は 不 変 で あ る こ と よ

り
4 爛

，
C A の 放出お よび代謝 を促進す る と され て い る ．

著者 は視床下部 お よ び副腎 の 周辺濯流系 を 用 い て

T R H と ア ナ ロ グの C A 放 出能 を i n vi t r o で検 討 し

た ． そ の結果 T R E お よ び 南 ア ナ ロ グとも 視床下部 ，

副腎 で 容量依存性 に C A 放出 を促進 し， 視床下部 で は

T R H が
，
副腎 で は H U B － 95 が それ ぞ れ最 も強 い 作用

を有 し た ． さ らに 著者は i n vi v o で T R H お よ びア ナ

ロ グの 急性投与 に よ る ラ ッ ト血中 C A の 変化 を検討 し

た ． H U B 凋5 は N E ， E と も 対 照群 に 比 べ 最 も 上昇

し
，
H U B ．9 4 お よ び T R H は E の 上 昇傾 向 を認 め

た ． こ の 上昇 した 血中 E は 副腎髄質由来 と考 え られ ，

副腎濯流実験 の成績 と長 く
一

致 す る ．

次に 慢 性投与に よ る影響 を検討す るた め に 幼君 ラ ッ

ト に 7 日間 T R H お よ び ア ナ ロ グを髄脛内投与 し ， 脳

お よび 末棺組織で の C A 含 量 ，
T H 活性 を測定 した ．

脳 で は前脳 十 中脳 で T E 活 性 の 増 加傾向 を認 め た

T R H に お い て D A 含量 が 増加傾向を示 し ，
N E 含量

は 1 0
， 9
m ol e s の H U B ．9 5 で 有 意 に 低 下 し

，
1 0

－ 1 0

m ol e s の T R H お よ び1 0－9 m ol e s の H U B －9 4 で低下

傾向 を示 した ． こ れ よ り T R H 前脳 ＋ 中脳 に お い て両

ア ナ ロ グ に比 べ 強 い C A 産生能 を有 し
，
ま た N E 含量

の 低下 は N E の 産生に 比 べ 放出が よ り 促進 さ れ た た

め と考 え られ る ． こ の 成 績 は 先 の 知見 と多少異 なる

が
，
そ れ は 投与期 間 の適 い に よ る と 思 わ れ る ．

A g a r w al ら
531
が ラ ッ ト に T R H 4 m gノk g を 1 日 2 回ず

つ 腹腔内に 連 日 投与 し
，
T H 活性 と C A 含量を調 べ た

報 告で は
，
5 日目で は T H 活 性の 増加 を認めず10 日目

で 有 意に増加 して い る ． ま た N E 含量も 5 日目 では前

値 よ り 低下傾向 を示 す が10 日目に は 回復 して い る ． こ

れ は T R H の 慢性投与 で C A の放 出 は早期 より促進さ

れ る が
， 合成系の 促進は それ より 遅れ る こ と を意味し

て い る ． 著者の 7 日間 の 投与期間 は中間であ っ た ため

T H 活性 の 増加が い ま だ 充分 で な か っ た と 考 えら れ

る ． 小 脳 十 脳幹で は D A 含量 は両ア ナ ロ グで T R H に

比 べ 低下傾向 を示 して お り ，
N E 含量 が む しろ増加し

て い る こ と に よ り ， ア ナ ロ グ で は ド
ー パ ミ ン 一月 － ハ イ

ド ロ キ シ ラ
ー ゼ 活性 の 完進 も しく は N E よ り D A の

放 出を促進 して い る の か も しれ な い ．

副 腎 ， 腎， 心 ，
お よ び 褐 色脂肪 な ど の 末棺組織 の

C A 含量に 対す る T R H ア ナ ロ グ の効果 で は ， 褐色脂

肪 を除い て す べ て の 実験群 で N E ま た は E 含量が有

意 に 低下 も し く は 低下傾向 を 示 し た ． ま た 副腎 の

T H 活性 は H U B －9 4 で増加傾向を 示 した ． この 機序と

し て T R H が 直接働 く と は 投与 量 よ り 考 え 難 い ．

T R H 投与 に よ る 甲状腺 ホ ル モ ン 上 昇 の 影響 は考 え得

るが ， 同時 に 測定 した血 中 T 4 は各群 で 有意差 を認め

な か っ た ． こ の 作 用 が 中枢 よ り各臓器 に 分布 する 交感

神経 を介す る も の か 否 か は ，
さ ら に 検討 を必 要とする ．

た だ 褐色脂肪 での み 南ア ナ ロ グ で N E 含羞 が 増加傾向

を示 し た こ と は 幼君 ラ ッ ト の n o n － S h i v e ri n g th e r m
一
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o g e n e si s と の関係か ら興味深い 知見 であり ， 両者の体

温上昇作用が交感神経 N E 分泌 を介 し て い る こ と を

支持す る ．

異な る受容体結合能 を持 つ T R H ア ナ ロ グ H U B －9

4 と H U B
． 9 5 は

，
共 に T R H 様の 中枢作用 を持 つ が

，

T R H と比 べ H U B －9 4 は体温
，
血 圧上 昇作用 が 強く

，

逆に H U B ． 9 5 は s h a k i n g r e s p o n s e を初め ， 体温， 脈

拍 ， 血 圧 い ず れ の 上 昇作 用 も 弱 か っ た ． し か し

H U B
－9 5 は静脈内投与 に よる 脈拍上昇 や in vi tr o で 副

腎か らの C A 放 出作 用 が 強か っ た ． 以上 の 結果か ら 考

え て T R H ア ナ ロ グ H U B －9 4 は よ り 中枢 性 に ，

H U B ．9 5 は よ り末相性 に強い T R H 様作用 を有す る こ

とが分か っ た ． そ して T R H お よび ア ナ ロ グは 中枢 お

よび末棉で の C A の産生 や放出 を促進 す る こ と に よ

り， こ れ らの作 用 の 発現 に関与 して い る こ と が 示唆 さ

れた ． しか しそ の 作用機序 はさ ら に 複雑で ，
そ の 他 の

神経伝達物質 も関与 し て い る と 思わ れ る ． こ の 様 な

T R H ア ナ ロ グ は T R H の作用 機序解明の た め の 基礎

的研究 へ の 利用 は も と よ り ， 将来意識障害や シ ョ ッ ク

の治療な ど へ の 臨床応用 も期待さ れ る ．

結 論

1 ． T R H ア ナ ロ グ H U B －9 4 は T R H に 類似 し た

T R H 受容体 へ の 親和性 を示 した が
，
H U B －9 5 の 親和

性はそ れ よ り著 し く低か っ た ． 従 っ て こ の T R H 受容

体へ の結合 に は ， ヒ ス チ ジ ン 残基が重要で あ る と考 え

られ た ．

2 ． H U B －9 4 は髄腱内投与で T R H よ り 強い 体温
，

血圧上昇作用 を有 した ． S h a k i n g r e s p o n s e に 対 す る

作用や脈拍上 昇 作用 は同等 で あ っ た ．

3 ． H U B －9 5 は髄脛 内投与 で T R H よ り弱 い 体温 ，

脈軌 血圧上昇作用 お よび S h a k i n g r e s p o n s e に 対す

る作用 を有 した ． それ に 対 し静脈内投与で は T R H よ

り強い 脈拍上 昇作用 を有 した ．

4 ． H U B － 9 4 H U B－95 の 両ア ナ ロ グ と も ベ ン ト パ ル

ビタ ー ル 麻酔下の Sl e e pi n g ti m e 短縮 作用 は T R H よ

り強か っ た ．

5 ． T R H お よ び H U B － 94
，
H U B － 9 5 は

，
i n v it r o で

脳お よ び副腎か らの C A 放出を促進 し
，
その 作用 は脳

で は T R H が
， 副腎 で は H U B －9 5 が 最も 強か っ た ．

6 t 髄腔内投与後の 血 祭 C A は ，
H U B －9 5 で N E

，

E と も最 も上 昇
，
H U B －9 4 お よ び T R H で は E の 上

昇傾向を認め た ．

7 ． T R H お よ び H U B －9 4 H U B －9 5 の 慢性投与は ，

i n v i v o で 脳お よ び 副腎の N E 含量 を低下 させ
，
C A 産

生は脳で は T R H で ， 副腎で は H U B －9 4 で 最も 完進 し

た ．

以上 の 結果か ら
，
T R H ア ナ ロ グ H U B － 9 4 は よ り中

枢性 に ，
H U B ．9 5 は よ り末梢性に強い T R H 様作用 を

有す る こ と が 分か っ た ， ま た
，
こ の 作用 の 発現 に は中

枢も しく は 末楷で の C A t u r n o v e r の克進が 関与 し て

い る こ とが 示 唆さ れ た ．
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