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分界条床核 ニ ュ ー

ロ ン の オ ビ ュ
ー ト類縁物質に対する感受性

慢 性 モ ル ヒ ネ 投 与 の 影 響

金沢大学医学部生 理学第二講座 ( 主任 : 山本長三郎教授)

桧 井 宏 晃
( 昭 和5 8 年 1 月2 1 日 受付)

中枢神経系 に お ける モ ル ヒ ネ耐性形成機構 を解明す る た め に , テ ン ジ クネ ズ ミ を用 い て分界条床核

ニ ュ
ー

ロ ン の オ ピ エ
ー

ト類縁物質に 対す る感受性お よ び慢性モ ル ヒ ネ投与の 影響 につ い て調 べ た . 〟
一受容

体作動其の モ ル ヒ ネお よび 6 一 受容体作動薬の D -

A l a
2 -
M e t

5

- e n k e p h ali n a m id e( D A M A ) や D - A l a
2
- D -

L e u
5

- e n k e p h a li n な どの エ ン ケ フ ァ リ ン類は い ずれ も分界条刺激に 応 じ分界条床核 で誘発さ れる場の電位 を抑制

す る こ と が脳切片 を用 い , i n v it r o で観察さ れ た . 次に , 6 2 個の ニ ュ ー ロ ン か ら細胞外誘導に よ り, 単 一

神経細胞放電 を記録 し, モ ル ヒ ネ お よび D A M A が こ れ らの ニ ュ ー

ロ ン に お よぼ す影響に つ い て調 べ た .
そ

の 結果 62 個 の ニ ュ ー

ロ ン の う ち
,
2 6 個 は モ ル ヒ ネ お よ び D A M A , 6 個は モ ル ヒ ネ の み , 3 個 は D A M A の

み に よ り抑制 され た .
こ の 結果 は

,
分界条床核 の オ ピ エ ー ト感受性 ニ ュ ー ロ ン のう ち 75 % の ニ ュ ー

ロ ン に

は 〟 お よ び ♂ と い う 2 種類の 異な っ た受容体 が存在す る こ と を示 し てい る .
モ ル ヒ ネ ペ レ ッ ト埋め込 み後

3 日 め に
,
テ ン ジク ネズ ミ はモ ル ヒ ネ耐性と な り, モ ル ヒ ネ に 対す る感受性は低下 し

,
E C 5 ｡ ( 最大効果の

50 % の 効果を 生ずるモ ル ヒ ネ濃度) は対照値 13 〟M か ら 79 J ∠M と約 6 倍増加 した.
この 結果は , 分界条床

核切 片で も モ ル ヒ ネ耐性現象が観察さ れ る こ と を示 して い る . ま た
, 中枢神経系 に お ける モ ル ヒ ネ耐性形

成機構 を解明 して い く た め に
,
分界条床核切片が有用 な 1 つ の モ デ ル と なる こ とが わ か っ た .

ペ レ ッ ト埋

め込 み後 3 日 め で も, エ ン ケ フ ァ リ ン類 に 対す る感受性は変化せず, モ ル ヒ ネ と エ ン ケ フ ァ リ ン類 との 間

に 交叉耐性は形成 され な か っ た .
さ ら に 分界条床核で抑制性 に 作用 す る伝達物質候補である ノル エ ビ ネ フ

リ ン に 対 する 感受性 に も変化が ない こ と がわ か っ た .

ペ レ ッ ト埋め 込 み後 3 日 め に ペ レ ッ トを除去し, モ

ル ヒ ネ耐性の 回復過程 を調 べ た .
ペ レ ッ ト を除去す る と モ ル ヒ ネ 耐性 は徐々 に 減弱 し, 約14 日以内に E C 5｡

は1 9 /J M と ほ ぼ対照値 ま で 回 復 した .
モ ル ヒ ネ耐性形成 に 伴う オ ピ エ ー

ト受容体の性質の変化を [
3
Il] -

di h y d r o m o r p h i n e を用 い ラ ジ オ リセ プタ
ー

ア ッ セ イ で 調 べ た .
しか し対照群と耐性動物群と の間に オ ピ エ

ー ト受容体結合能の 差異は認 め な か っ た . 以上 の 結果 か ら モ ル ヒ ネ 耐性は
,
オ ピ エ

ー

ト受容体の数や親和

性の 変化 に よ り生じ たの で は な く, 受容体活性化と神経病動抑制作用 を媒介す る機構の 変化に より生 じた

も の と 考え られ る .

E e y w o r d s モ ル ヒ ネ, モ ル ヒ ネ耐性, オ ピ エ
ー ト受容体, エ ン ケ フ ァ リ ン,

分界条床核

モ ル ヒ ネ ( m o r p hi n e , 以 下 M O R と略) を代表 とす

る各種の 麻薬性鎮痛薬は い まな お 臨床的 に 重要で あ る

が
, 副作用 と して耐性 ･ 依存 をき た しや す い こ と が問

題 と な っ てい る .

従来 か ら M O R 耐性形成機構 をオ ビ ュ ー

ト受容体(以

下特記 し ない か ぎり受容体 と略) の 数あ る い は親和性

の 変化で説明 しよう と の 試み は なさ れ て い た が ,
受容

体に 関 す る研究は, 1 9 73 年 , 簡便 な受容体 との 立体特

異的結合測定法の 開発に よ っ て 3 研究機開 か ら
"

オ ビ

ュ ー ト受容体 を同定 した
"

との 報 告
1 ト 3) が出て以 来飛躍

的 に進展 した . そ の 結果, 受容体の 分布は脳 の 部位 に

よ り異な る こ と , また 末棺組織 に も存在す る こ とが わ

T h e N e u r o n al S e n siti vit y t o O pi a t e a n d O p i oid P e p tid e s in t h e B e d N u cl e u s o f t h e

S t ri a T e r m i n alis ‥ Eff e ct s o f C h r o n i c M o r p hi n e T r e a t m e n t ･ H i r o a ki M a t s u i , D e p a rt -

m e n t of P h y si ol o g y ( II) , ( D ir e c t o r: P r of . C . Y a m a m ot o) , S c h o ol of M edi cin e , K a n a z a w a

U ni v e r sit y .
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か っ た
4)

.
さ らに 最近の ラ ジ オリ セ ブ タ

ー

ア ツ セ イ の結

果 に よれ ば, 受容体は必ず しも単 一 の もの で は な く
,

オ ビ ュ ー ト類 と内因性のオ ピオ イ ド ぺ ブ タイ ド類 の受

容体 の差異は明確 に な り, 受容体 の 多様性の概念は広

く認 め られ る よう にな っ た5) .

一 般 に i n v it r o で の脳 ホ モ ジネ ー トに 対す るオ ピ エ

ー トの立体特異的結合の強 さ とi n v i v o で の 鎮痛活性

はよ く相関す る と言わ れ て お り, また鎮痛効果の強さ

は副作 用 で ある耐性 ･ 依存形成態 とほ ぼ 平行関係 に あ

る こ と か ら
, 受容体 へ の結合 と それ に つ づく反応の 変

化 を調べ る こと が 耐性 ･ 依存形成機構 を解明 す る上 で

重要 で ある と考 えられ る .

従来か ら M O R 耐性形成機構解明 は主 と して 末棺組

織摘出標本 を用い て行わ れ て き た . 特 に テ ン ジ ク ネ ズ

ミ 回腸縦走筋 一 神経帯標本は, K o st e rli z らが エ ン ケ フ

ァ リ ン(以下 E N K と略) の 発見 に 際 し使用 した標本 と

し て も有名であり
,
ま た受容体 モ デル と して 有用 で あ

る と言 われ て い る6) .

一 方 中枢神経系の モ デ ル と して は, 培養細胞 を用い

た 系があ るが7)
,
脳切 片を用 い て M O R 耐性形成機構を

解明 し ょうと 試み た例 は ほ と ん どな い
8)

. 脳 切片はi 11

vi t r o にお い て生理 的条件下で神経活動に およ ぽす種々

の 要因を調 べ る こ とが 可能 で あ る とい う有利 な点 を持

っ て い る . した が っ て脳切片 を用 い た 系で M O R 耐性

形成機構 を調べ る こ とは , 従来末棺桶出標本で調 べ ら

れた M O R 耐性現象と中枢 に お い て , 主と して行動薬

理学的な実験 に よ り調 べ ら れ た M O R 耐性現象 を結び

つ け るた め に 重要であ ると 考え られ る . さ ら に 脳 ホモ

ジ ネ
ー

トや培養神経細胞で得 ら れ た M O R 耐性現象 と

中枢 に お け る M O R 耐性現象と の構 わた しと して も,

脳切 片を用 い た 系で M O R 耐性形成機構 を調べ る こ と

は有益である と思わ れ る .

中枢神経系内の どの 部位が M O R 耐性 ･ 依存形成 に

関与 して い る の か 現在 の と こ ろ ま だ 定説 は な い が,

C a l vi n o ら
9)は ラ ッ トで分界粂床核(b e d n u cl e u s o f t h e

s t ri a t e r m i n a li s
,
以下 BS T と 略) へ の有力 な入 力線維

を送る扁桃体中心核お よ び それ らの線推束 で ある 分界

条 ( st ri a t e r m i n ali s , 以 下 S T と略) を両側性 に 破壊

する と M O R 耐性 ･ 依存 に 特異的な禁断症状の発現が

妨げら れ た と報告した .
ま た W o o t e n ら

1 0) は[
1 4
C] T 2

-

デ オ キ シ グル コ ー

ス オ
ー

ト ラ ジオ グラ フ イ ー

で , 禁断

症状発現時 に , 扁桃体中心核 ,
B S T , 脚間核等で ブ ド

ウ糖利用率が著明に 増大す る こ と を見い 出 し, B S T が

M O R 耐性お よび禁断症状発現に関与 してい る部位であ

る こ と を示 唆 した . さ らに U h l ら
1 1) に より B S T は扁桃

体中心核 から E N K 含有神経線維を受 けて い る ことが報

告 され , また 脳幹 か ら n o r e pi n e ph ri n e ( 以 下 N E と略)

含 有神経 線維 を 受 け て い る こ と が S w a n s o n &

H a rt m a n
1 2)の 研 究 に よ り 明 ら か に さ れ た . す で に

S a w a d a & Y a m a m o t o
1 3)
は B S T の 脳切片を用 い ,

E N K 煩お よび N E 等のカ テ コ ー ル ア ミン 類が S T 刺激

に 応 じ B S T に 生ずる場の電位 を抑制す る こ とを報告し

て い る
.
した が っ て M O R 耐性形成 に 何 らか の 関与 を

し て い る部位 と さ れ る B S T の脳切片 を用 い ,
M O R 耐

性形成お よび 耐性形成 に 併う 受容体 の 変化等 を調 べ る

こ と は非常 に 重要で あ る と思わ れ る .

以上 の こ と か ら今回 の 実験で は 中枢神経系に お ける

M O R 耐性形成機構 を解明す るた め, け)正 常動物 に おい

て
,
オ ビ ュ

ー

ト類縁物質が B S T ニ ュ
ー

ロ ン に い かなる

作用 をお よぼ す か ,(2) B S T の 脳切 片を用 い る実験系で

も M O R 耐性現象が観察 され る か, (3)耐性形成時に 受

容体の数, 親和性 な ど受容体の 性質が変化す る か, (4)

オ ビ ュ
ー

ト受容体 の多様性が認め られ てい る が , M O R

耐性が こ れ ら多種類の受 容体 に い か な る影響 をお よ ぼ

すか, な どの 点に 注目 し, 電気生理 学的, な らび に 神

経化学的実験 を行 っ た .

材料 お よ び方法

Ⅰ
. 実験動物

体重 200 ～ 2 5 0 g , ハ ー

トレ
一 系雄性 テ ン ジ ク ネズ ミ

を用い た .

ⅠⅠ.
モ ル ヒ ネ耐性動物の 作製

M O R 耐性動物 は, G ib s o n & T i n g s t a d
1 4 ) の 方法に

準 じて 作製 した M O R ペ レ ッ ト(塩酸モ ル ヒ ネ75 m g 含

有) を透 析チ ュ ー

ブ に 包み, 動物 を軽く エ ー

テ ル麻酔

した後 ,
1 匹 あた り 2 個背部皮下 に 埋 め込 ん で 作製し

た
.
ま た

, 無処置の 動物 を対照と し て用 い た . 実験群,

対照群 とも に 5 ～ 6 匹 を1 つ の ケ
ー

ジの 中で飼育 し,

行動薬理 学的な耐性 ( あ る い は依存) 形成 の 有無 は実

験群中か ら 1 ～ 2 匹 を選ん で , M O R の 特異的桔抗薬で

あ る n a l o x o n e ( 以下 N A L と 略) 5 m g/ k g を腹腔内に

注射 し, 惹起 さ れ る禁断症状 を G old st ei n & S c h ul z 1 5) ,

W e i ら
1 6) の 判定規準を参考 に して判定 した .

N A L は先

の S a w a d a & Y a m a m o t o
1 3)
の 報告で, B S T の オ ビ ュ

ー

ト受容体に 不可逆的 に 結合し て し まう こ と, な らび

に 今回 の 実験 の主 た る目的が禁断症状発現時の 変化で

は なく , 耐性形成時 の変化 を調べ る こ と に あ っ た ため ,

N A L 注射 に より禁断痺状の発現した動物は 以下 の 実験

に は使用 しな か っ た .

ⅠⅠⅠ. 電気生理学的実験

1 . 分界条お よ び分界条床核脳切片の作製

S T お よ び B S T を 含 む 脳 切 片 は S a w a d a &

Y a m a m o t o
1 3)
の 方法に 従っ て作製 した. す な わ ち, 摘

出し た脳 を中心線 に 沿 っ て半切後, 大脳皮質 を除去し,
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線 条体, 海馬, 中隔 を露出させ た
.
つ い で

, 海馬と 中

隔の境界で脳弓を切 断後, 脳弓の 吻側断端部を前内側

方へ 除去し B S T を露出させ
,
さらに 海馬を除去 して S T

を露 出さ せ た . 次 に カ ミソ リ刃 を用 い S T の 内, 外側緑

を切帆 S T お よ び BS T を含む切片 を切 り出 した.
こ

の 切片 か ら 立体顕微鏡下 に 余分な組織 をさ ら に 除き
,

B S T 郡を厚さ 300 ～ 4 0 0 /J m の 薄切脳切片と した . 完成

し た切片は た だ ち に標準液中に 移 し, 3 6
0

C で 少な く と

も 1 時 間 は イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た の ち 観 察 槽

( Y a m a m o t o 1 7)) に 移し電気活動 を記録 した. 観察槽

(容量 1 ･2 m l) の 温度は 36
0

C に 保 ち, 3 6
0

C に 保 っ た標

準液 を1 ･5 m l/ m i n の 速度で 観察槽 へ 流し た. 薬物は標

準液中に
一

定濃度 の 薬物 を加 え る 方法 で適用 し た .

M O R は光分解 を防 ぐた め適用 直前 ま で , アル ミ ホ イ ル

で 包み遮光 した . 標 準熟ま以 下の 組成の も の と し (終

演凰 m M ) , 使用 前 に 95 % 0 2 + 5 % C O 2 浪合ガ ス を

30 分 以上 通気 した : N a C l
,
1 2 4 ∴K C l

,
5 : K H 2 P O . ,

1 ･ 2 4 ; M g S O . , 1 ･ 3 : C a C 1 2, 2 . 4 : N a H C O ｡ , 2 6 ;

gl u c o s e , 10 .

2 . 電位記録の 方法

S T 刺激に は, 先端以 外を絶縁 した 双極銀線電極(先

端間隔0 ･ 2 ～ 0 .3 r n m ) を用 い た . 場 の 電位記録に は,

先端 の 太さ 1 0 ～ 2 0 /∠ m の 1 5 0 m M N a Cl をつ め たガラ

ス 電極 を用い , 電極 に 誘導さ れ た電位 を増幅後, デ ー

タ プ ロ セ ッ サ ー ( A T A C 35 0 , 日本光電) で処理 し
,
Ⅹ

- Y レ コ ー

ダ
ー 上に 表示 さ せ た

. 場の 電位 の大き さ は
,

基線 か ら頂点まで の 長さ を計測し求 めた . 細胞外単 一

神経 細胞活動記録 に は, 先端 の 太 さ 3 ～ 4 〟 m の 3 M

N a Cl を つ め たガ ラ ス 電極 を用 い た .

ⅠⅤ
. 神経化学的実験

1 ･ 粗膜画分 を用 い る[
3
H] N d ih y d r o m o r p hi n e ( 以

下 [
3
H] - D H M と略) 結合能測定法

Si m a n t o v ら
1 8) お よ び P a s t e m a k ら

1 9)
の 方法 に 準 じ

て [
3

即 - D ⅢM 結合能 を測定した. 摘出 した脳 を水冷

後
, 両側の B S T を切 り出 し, ただ ち に - 20

0

C に 保存,

2 週 間以 内に 結合実験 を行 っ た . 保存 して あ っ た 組織

を解凍後, 3 匹分集 め
,
1 m l の 0 . 1 M N a C l を含 む50

m M T ri s- H C l b u ff e r( p H 7 .4) を加 え磨砕 し, 1
L

,
0 0 0 ×

g で 10 m i n 間遠 心 後 上 浦 を さ ら に 30 , 0 0 0 × g で 2 0

mi n 間遠心 し た . 沈漆 を 0 . 1 M N a C l を含 む 50 m M

T ri s
-

H C l b u ff e r ( p H 7 . 4) 3 m l に 懸濁 し, 内在性オ

ビ ュ ー

ト物質 を除く た め, 3 7
0

C で 4 5 m i n 間イ ン キ エ ペ

ー 卜し たの ち 30
,
0 0 0 × g で 2 0 m i n 間遠心 し, 沈漆 を得

た
.
N a C l を 除くた め N a C l を含 ま ぬ 50 m M T ri s - H Cl

b u ff e r ( p H 7 ･4) に 沈漆 を再 び懸濁 し, 遠心お よ び 磨砕

を 3 回繰 り返 し洗浄 した. 最終的に得られ た沈澄 を1 . 3

m l の 5 m M T ri s
q H C l b u ff e r ( P H 7 . 4) に 懸濁 させ

結合実験 に 使用 した .

この 懸濁液 130 〟1 に 2 0 /`1 の T ri s
-

H C l b u ff e r あ る

い は 20 /′1 の 終濃度 1 FL M の 1 e v all o r ph a n を加 えたの

ち 50 〟1 の終演度0 . 2 5 n M ま たは 2 n M の[
3
日] - D H M

を加 え, 総容量 200 FLl と し , 3 7
0

C 30 mi n 間イ ン キ エ ペ

ー

卜 した
.
イ ン キ ュ ベ

ー

ト後
, 水冷 T ri s - H C l b u fE e r 5

m l で 3 回洗浄 しなが ら ワ ッ ト マ ン グ ラス フ ィ ル タ ー

( G F/ C) 上 で吸引 しつ つ 炉過 した .
フ ィ ル タ

ー

を乾燥

させ たの ち バイ ア)L/ に 移 し, t Ol u e n e -

trit o n s ci n ti11 a t o r

を 1 0 m l 加 え
,
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウン タ ー にて放

射能 を測定 した.
フ イ ) L/ タ

ー

は使用 前 に M e d zi h r a d ■

S k y
20)
の 方法 に 従 っ て , 水 で 飽和 した t e rti a トa m yl al ･

C O h ol で 洗浄 し, [
3
H トD H M が非特異的に フ ィ ル タ ー

ヘ 吸着され るのを防いだ . 特異的結合は,1 p M l e v all o r -

ph a n 存在下, 非存在下 の 結合の差と して求 めた
.
なお

結合実験 に 用 い た 懸濁液のタン パ ク質量は 20 〟1 の 反応

液 あた り約 100 /` g であ っ た .

2 ･ 脳切片 を用 い た [
8
H] - D H M 結合能の測定

Y a m a m o t o
1 7)
の 方法 に 従 っ て海 馬切片 を作製 し,

D a vi s ら
21)
の方法 に 準じ て[ 3 H]

-

D H M 結合能を測定

した. 予 備実験に よ っ て海馬内で も部位 に よ り受容体

数に 羞が あ り, 背側海馬よ りも 腹側海馬に や や 多い こ

と が わか っ た た め
,
2 匹 分の海馬切片を用い

, 同
一

試

験管内に 背側海馬 と旗側海馬の脳切片を入 れ て部位差

に よ る影響を最小限度に した . 作製した脳切片 を750 〟1

の 5 0 m M T ri s
-

H C l b u ff e r ( p H 7 .4) 中に 浮遊 させ ,

1 2 5 JLl の T ri s- H C l b u ff e r ある い は終濃度 0 . 1 ～ 1 28

n M と な るよう 非標識 M O R を12 5 /Jl 添加, さ らに 125

〟1 の終濃度 2 n M の[ 唱] - D H M を加 え総容量 1 m l と

し て 37
0

C 30 m i n 間イ ン キ エ ペ ー 卜 した
. イ ン キ ュ ベ

ー

ト後 , 組織 を磨砕 し, その 一 部 をタ ン パ ク測定用 に 取

り残りは上 記ⅠⅤ -

1 に 記した方法で処理 し放射能を測定

し た
. 特異的結合はIe v all o r ph a n l O O FL M 存在下, 非

存在下の 結合 の 差と して 求め た . 反応液 1 m l あ た りの

タ ン パ ク質量 は約1 ～ 1 . 5 m g で あ っ た . タ ン パ ク質量

は L o w r y ら
2 2)の 方法 に 従い , ウ シ血 清 アル ブ ミ ン を標

準品と して求 めた .

試 薬

L -

n O r e pi n e ph ri n e - H C l( N E)(S i g m a) , D - A l a
2
-

M e t
5

- e n k e ph ali n a m id e( D A M A と 略) , D -

A l a
2 -
D -

L e u 5- e n k e p h a li n ( D A D L と 略) ( p e n i n s ul a L a b .)
,

n al o x o n e ( E n d o L a b .) , [ 3 H]- dih y d r o m o r ph i n e (70 . 7

C i/ m m o l) ( N e w E n gl a n d N u cl e a r) , 1 e v a ll o r p h a n

( H o ff m a n -

L a R o c h e) , 塩酸モ ル ヒ ネ(三 共) を用 い ,

そ の他の 試薬も す べ て 特級品を用 い た .

なお 推 計学的処理 に は S t u d e n t
,

s t
-

t e St を用 い た
.
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成 績

電気生理学的実験

1 . 正 常動物分界条床核 に お け るモ ル ヒ ネ , エ ン ケ

フ ァ リ ン類 お よ び ノ ル エ ビ ネ フ リ ン の作 用

S T の 電気刺激 (毎秒 1 回) に 応 じ, B S T か ら頂点

潜時約 10 m s e c の 陰性の 場の 電位(以 下場の電位 と略)

が生 じ, 時 に鋭 い ス パ イ ク様電位が場の電位 に 重畳す

る の が見 られ た( 図1 , 記録 1 ) . 薬物の 作用 を調 べ る

前に 場の電位の性質 につ いて検討 を加 えた. 外液 の C a
2 +

お よ び M g
2 十濃度 をそれ ぞれ 0 ･ 4 5 m M , 5 ･ 3 m M とな る

よう 変化 させ ると , 場の 電位 は徐々 に 減少 して ゆ き,

5 分後に は場の 電位は ほ とん ど認 め られ ない 程度に ま

で 抑制さ れ た . 再び標準液 を流す と, 1 0 ～ 1 5 分後に ,

場の 電位は外液の組成 を変化さ せ る前 の大 き さに 回復

し た(結果図示 せ ず) .
この 結果は S a w a d a ら

2 3) によ り

報 告され た 結果 と
一

致 してい た . す なわ ち S T 刺激 に 応

じ BS T か ら生 じた場 の電位 は主と して B S T ニ ュ ー ロ

ン の後 シ ナ プス 性神経活動を反映 した 電位 である こ と

が 示 さ れ た . 次 にS T に 2 発刺激(刺激間隔 20 m s e c)

を加 えた . それ ぞ れ の刺激に応 じて B S T か ら場の電位

が生 じたが ,
1 発め の 刺激 に応 じて生 じた 電位 の大 き

さ に 比 して 2 発 めの刺激 に 応 じて生 じた電位 の大 き さ

は や や減少 し て い た (結果 は 図示 せ ず) .
こ の 結果 も

S a w a d a ら
23) に よ っ て報告され た S T 刺激 に応 じ B S T

声.
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F i g . 1 . S u p p r e s si o n o f fi eld p o te n ti al s eli ci t e d i n a

b e d n u cl e u s o f th e st ri a t e r m i n ali s ( B S T ) sli c e b y

S t ri a t e r m i n a li s (S T ) s ti m u l a ti o n d u ri n g a d m i n i st -

r a ti o n o f D - A l a
2- M et

S

- e n k e p h a li n a m i d e

(D A M A ) o r m o r p hi n e ( M O R) , a n d th e b l o c k i n g

a c ti o n o f n al 0 Ⅹ O n e ( N A L) . R e c o r d 2 : 4 .5 m i n

a ft e r D A M A w a s a d m i n i st e r ed a t 2 .5 p M . R e c o r d

3 : 6 m i n a ft e r M O R 5 0 JL M . R e c o r d 5 : 1 0 m i n

a ft e r N A L 2 JL M . R e c o r d 6 : 4 .5 m i n a ft e r D A M A

2 .5 JL M w a s a d d e d t o th e m e d i u m c o n t ai ni n g

N A L a t 2 JJ M . R e c o r d 7 : 6 m i n a ft e r M O R 50 FL M

w a s a d d e d t o th e m ed i u m c o n t ai n i n g N A L a t 2

JL M . A ft e r r e c o r d s 2
,
4 a n d 6 w e r e t a k e n

,
th e sli c e

w a s w a sh e d w ith th e st a n d a rd m e di u m u n til th e

p o t e n ti al a m plit u d e r e c o v e r e d t o th e c o n t r o 1

1 e v el . I n th i s a n d th e f oll o w i n g fi g u r e s , S Olid

t ri a n gl e s i n d i c a t e th e ti m e o f S T sti m ul a ti o n .

に 生 ずる場の 電位 の性質 と 一 致 して い た . 場の 電位は

少な く と も 3 ～ 5 時間安定 に 記録可能 で あ っ た .

E N K 類似物質で ある D A M A 2 . 5 FL M を標準液に 添

加す る と
,
約 4 . 5 分後に 場の 電位 は適用 前の約 50 % に

抑制さ れ ( 図1 , 記録 2) , 標準液 に て 10 分間洗浄す

る と
, 場の電位 は ほ ぼ適用 前の大 き さ に 回復 した . 同

一

標本で M O R 5 0 〟M を適用 する と約 6 分後 に 場の 電

位 は, 適 用前 の約 50 % に 抑制 され(図 1 , 記録 3) , 標

準液 に て 10 分間洗浄す ると ほぼ適用 前の 大 きさ に 回復

した (図 1 , 記録 4) . M O R の 特異的桔抗薬 と言わ れ

る N A L (2 / ∠M ) の み を作用 させ て も場 の電位 はほ と

ん ど影響 を受けなか っ たが , D A M A 2 . 5 JL M や M O R 50

JL M と N A L 2 FL M を 同 時 に 適用 す る と, D A M A や

M O R の電位抑制作 用 はほとん ど完全に 消失 した( 図1 ,

記録 6 , 7 ) . した が っ て D A M A お よ び M O R の B S T

に お ける 電位抑制作用 は, オ ピ エ
ー

ト受容体を介す る

作用 で あ ると 考え られ る .

次 に 正 常動物 に おい て , M O R 濃度 と場の 電位抑制作

用と の関係 を調 べ た . M O R は低濃度 か ら適用 する よう

に し
,
す べ ての 記録は M O R を適用 して か ら 6 分後に

行 っ た . 記録後は す み や か に 標準液に て洗浄 し抑制さ

れ た場 の電位が適用前の大 き さ に 回復 す る の を確認 し

てか ら
,
異な る濃度の M O R を適用 す る よ う に した .

以下の 実験に お け る, 濃度 一

反応曲線も同様 の方法 で

求 めた .

M O R 濃度 を 10 JJ M か ら次第 に 高め る と , そ れ に つ

れ て場の 電位の振幅は減少 し, M O R lO O 〝M で は場 の

三三㍉
;
≒二三

=

ニー

｣二
0 ･ 2灘某

2ご1∴
ト

∵
ノV

へ

5 0 γH

F i g . 2 . S u p p e r s si o n o f fi el d p o t e n ti al s b y m o r p hi n e

i n n o n- t r e a t e d c o n tr o l a n d m o r ph i n e- p ell e t
-

i m pl a n t e d g ui n e a pi g s . A : n O n- tr e a t e d c o n t r o l .

B : 3 d a y s a ft e r m o r p h i n e- p ell e t i m pl a n t a ti o n .

E a c h r e c o rd w a s t a k e n 6 m i n a ft e r m o r ph i n e w a s

a d m i ni st e r e d a t t h e i n di c a t e d c o n c e n t r a ti o n .

T h e r e a ft e r
,
t h e ti s s u e w a s w a sh e d w ith th e

s t a n d a rd m ed i u m f o r a t l e a s t l O m i n a n d th e

p o t e n ti al a m pli t u d e w a s m a d e t o r e c o v e r t o th e

c o n t r o l l e v el b ef o r e th e n e x t a d m i n i st r a ti o n .



オ ピ エ
ー

ト類縁物質 の作用と慢性モ ル ヒ ネ投与の影響

電位は適用前の 約 40 % に 抑制さ れ た(図 2 , A ) . しか

し M O R 濃度 を 100 ノJ M 以上 に 高 め ても場 の電位 は こ

れ 以上 に 抑制 され な か っ た .
こ の よ う に M O R 濃度 を

十分高 めた 場合 に観察さ れ る電位抑制 の 大 き さ を,

M O R 適用前 の電位振幅との 比で表 わ し, 以下 これ を最

大抑制 ( m a x i m al i n h ib iti o n) と呼 ぶ .

さ ら に D A M A , M O R お よ び N E の単
一

神経細胞放

電 に お よぽ す影響 に つ い て調 べ た . S T に 刺激( 毎秒 1

回) を加 え なが ら, 先端 3
～

4 p m の 3 M N a Cl をつ め

た記録電極 を B S T へ 進入 さ せ て い くと, 場の電位 に重

畳 し た単
一

神経細胞放電が記録 され た . 時に単
一

神経

細胞放電 は場の電位 よ り長潜時で現わ れ た り, また刺

激毎 に 潜暗が変化 す る こ と が あ っ た . したが っ て 以下

の 実験 で は S T 刺激 によ り B S T に誘発さ れ る, 大きさ

0 .2 ～ 0 . 5 m V (潜時 5 ～ 2 0 m s e c) の単
一

神経細胞放電

に お よ ぼ す D A M A
,
M O R お よ び N E の作用 に つ い て

調 べ た .
こ の時 D A M A 2 . 5 FL M 適 用 後4 .5 分以内,

M O R 5 0 J( M 適用 後 6 分以内あるい は N E 5 0 FL M 適用

後 3 . 5 分以 内 に 単 一

神経細胞放電が消失す る か あ るい

は数が減少 し た場合に 単 一

神経細胞放電 に対 す る抑制

作用 あ り と判定 した .
こ の時間は, これ ら 3 種 の薬物

が場の電位 を抑制す る の に 要す る時間を参考に し て決

め た . 単 一

神経細胞放電 の 薄暗だ け が変化 した場合,

お よ び単 一 放電 に 対 し全く変化を生 じ な か っ た場合に

は明瞭な効果な し と判定し た. な お これ ら 3 種 の薬物

に よ り興奮さ せ られ た ニ ュ
ー

ロ ン は な か っ た
.

B S T ニ ュ
ー

ロ ン 62 個中 N E は 53 個 を抑制 した. ま

た , 6 2 個 の ニ ュ ー

ロ ン の う ち2 6 個 の ニ ュ ー

ロ ン は

D A M A
,
M O R 両方に よ り抑制 さ れ, 6 個は M O R の

み , 3 個は D A M A の み に よ り抑制 され た . 残り 27 偶

の ニ ュ ー

ロ ン は D A M A
,
M O R に よ っ て は影響を受 け

な か っ た
.
す な わ ち B S T の オ ビ ュ ー ト感受 性 ニ ュ ー ロ

ン 3 5 個 の う ち 75 % に 相 当す る 26 個 の こ ユ ー

ロ ン は

D A M A
,
M O R 両 方に よ り抑制さ れ る こ とが わ か っ た

(表 1 ) .
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2 .
モ ル ヒ ネ耐性動物分界条床核 に お ける モ ル ヒ ネ ,

エ ン ケ フ ァ リ ン類お よ び ノ ル エ ビ ネ フ リ ン の 作

用

1 ) モ ル ヒ ネ の 作用 お よび脳切片に お け るモ ル ヒ ネ

耐性現象の観察

M O R ペ レ ッ ト埋め 込 み後3 日目(以下 3 日目と略)

の動物で は N A L 注射 に よ り著明な禁断症状が 出現す

る よう に な り
, 行動薬理学的に M O R 耐性の 状態に な

っ た こ とが わ か っ た .
ペ レ ッ ト埋 め込み後 6 日 , 9 日

め で も同様な禁断症状が出現 した. 次 に , M O R の作用

を3 日 め の動物と対照群と で比較 した .
3 日 めの動物

で も M O R 濃度 を10 〟M か ら次第に 高めて い くと それ

に つ れ て場の 電位抑制作用 は増大した が, 対照群 に 比

して 同程度 の抑制を得 るの に高濃度の M O R を必要と

した( 図2 , B ) . すな わ ち対照群で は M O R lO O 〟M で

最大抑制 が観察さ れ たが ( 図2 , A ) , 3 日 め の動物で

は, 最大抑制 を観察す る に はさ ら に高濃度の M O R 5 0 0

〃M を必要 と した (図 2 , B ) .

2 ) 脳切 片に お ける モ ル ヒ ネ耐性現象の経時的変化

次 に , ペ レ ッ ト埋め込 み後 一 定時間ごと の 浪度 一 反

応 曲線 か ら E C 50 ( 最 大効果 の 50 % の 効 果 を生 ずる

M O R 濃度) を求 め, M O R 耐性が 形成さ れ る 時間経過

を調 べ た .
ペ レ ッ ト埋め込 み後 1 日 めで は M O R に 対

す る感受性変化 は ほと ん ど認め られ なか っ た が, 3 日

め の 動物で は, 濃度
一 反応曲線は右 へ 移動 した . す なわ

ち E C 5｡ は対 照値の 13 JJ M か ら 79 JJ M へ と 6 借上 昇し

た .
M O R に 対す る感受性低下 はペ レ ッ ト埋 め込 み後 6

日め, 9 日め に も持続 して い た(図3 ) . したが っ て M O R

慢性投与群で は 最大抑制を観察す るた め に は , 対照群

に 比 して高濃度の M O R を適用 しな けれ ばな ら な か っ

た
.
しか し

,
M O R 慢性投与群の 最大抑制値 は投与の い

か な る 時期 に お い て も対照群の最大抑制値 と有意差は

な か っ た (結果図示 せ ず) .

3 ) モ ル ヒ ネ耐性動物に お ける エ ン ケ フ ァ リ ン 類の

作用 お よび交叉 耐性形成の 有無

T a bl e l ･ S u l) P rF
S Si ( =一 ()f si 叩 1 e c ell di s c h a r g e s b y I)- A l a

2

T M e t
5
-

e n k e p h a li n a m id e , m O r ph i n e a n d
Il (

_
)1で l〕111 et) h ri11 e

N u m b e r of n e u r o n s

S u p p r e s si o n N o cl e a r e 汗e c t T o t a l

D ･ A l a 2 - M e t
5

- e n k e p h ali n a m id e

M o r p hi n e

N o r e p l n e P h ri n e

29 ( 4 7 % ) 3 3 ( 53 % ) 6 2 (1 0 0 % )

3 2 ( 52 % ) 3 0 ( 48 % ) 6 2 (1 0 0 % )

5 3 (85 % ) 9 (1 5 % ) 6 2 ( 1 0 0 % )

T h e r e s ult s w e r e o b t ai n e d f r o m 6 2 n e u r o n s r e c o r d e d e x tr a c ell ul a r y f r o m 2 4 B S T sli c e s of c o n t r ol

gpi n e a pi g s ･ E ff e c ts o f m o r ph i n e (5 0 jL M ), DT A l a
2
- M e t

5
-

e n k e ph aIi n a m id e ( D A M A ) (2 .5 〟M ) a n d n o r e-
p l n e ph ri n e (5 0 J J M ) w e r e d e t e r m i n e d 6 mi n , 4 ･5 m i n a n d 3 .5 m i n a ft e r a d m i ni st r a ti o n , r e S P e C ti v el y .
B S T : b e d n u cl e u s of th e s tri a t e r m i n ali s ,
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十
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l.O t O 10 0 1 0 0 0 l . O 10 1 0 0 K) 0 0

M O R P H I N E ( JJ M )
Fi g . 3 . D o s e

-

r e S p O n S e C u rv e S f o r th e s u p p e r s si o n o f fi el d p o t e n ti al s b y m o r p hi n e af t e r i m pl a n t a ti o n

o f m o r p hi n e p ell et . D o s e
-

r e S p O n S e C u rv e S W e r e O b t a i n e d b y th e m e th o d d e s c rib e d i n th e l e g e n d o f

Fi g . 2 . S i n c e th e m a g n it u d e o f r e s p o n s e s t o m o r ph i n e w a s v a ri a bl e f r o m sli c e t o sli c e , th e d a t a
w e r e

pl o tt e d a s % o f m a x i m al e ff e c t . E a c h p o in t i s th e m e a n ± S . D . o f 5 t o 7 g u i n e a pi g s ･ S i g n ifi c a n tl y

diff e r e n t f r o m th e c o n t r ol v al u e ,
*
: P < 0 .0 1

,

* *
: p < 0 .0 0 5 ,

* * *
: p < 0 .00 1 .

0

0

0

0

5

0

0

旧

5

(

i
)

き
0
山亮 5
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(

嘗
ヒ
空
〓
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⊥
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00
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∞
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0
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00
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0
山

｣

｣

山

▼

J
▼
⊥

-

虻
r
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詳

言
-

車
重底

0.t し0
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l ∞

5 ｡
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｣

く

三
-

×
<

芝

｣

○

ボ

｣
C T

価
仙

1
.
O 1 0 の 0

醐
仙
C T

D
- A L Af- M E T もE N K E P = A LLN A M ID E(r

N) D - A L G - D - L E U
5
- E N K E P = A L IN (y M) N O R E P I N E P H R I N E ( リM )

Fi g . 4 . D o s e
-

r e S p O n S e C u rv e S f o r th e s u p p r e s si o n o f fi el d p o t e n ti al s b y D A M A ( A) , D
- A l a

2

- D- L e u
5

-

e n k e p h ali n (D A D L) ( B) a n d n o r e pi n e p h ri n e ( N E) ( C) i n n o n
- t r e a t e d c o n t r o l a n d m o r p h i n e t o l e r a n t

g ui n e a pi g s (3 d a y s a ft e r p e11 e t i m pl a n t a ti o n ) . I n e a c h p a n el , th e v a l u e s o f E C 50 an d th e m a g n it u d e s

o f m a x i m a l i n h ib iti o n a r e s h o w n o n th e ri gh t f o r th e c o n t r ol (C) a n d th e m o r p hi n e t o l e r a n t a n i m a I s

(T ) . D o s e
-

r e S p O n S e C u rv e S W e r e O b t ai n e d b y th e m e th o d d e s c ri b ed in th e l e g e n d of F ig ･ 2 ･ T h e e ff e ct

o f D A M A a n d D A D L w a s r e c o rd e d 4 .5 m i n a ft e r a d m i n i st r a ti o n
,
a n d th a t o f N E w a s r e c o r d e d 3 .

5 m i n a ft e r a d m i n i s t r a ti o n . E a c h p o i n t i s th e m e a n ± S . D . o f 5 t o l O g ui n e a pi g s ･



オ ピ エ
ー

ト類縁物質 の作用と慢性モ ル ヒ ネ投与の影響

BβT で は E N K 類も 場 の電位 を抑制 す る.
そ こ で

M O R に 対 し 耐性 と な っ た 3 日 め の 動物 に お い て

D A M A
,
D A D L な どの E N K 類に よ る電位抑制作用に

対す る 感受性変化 を調 べ た .
D A M A

,
D A D L に つ い て

濃度 一 反応 曲線 を調べ る と対照群 と 3 日め の動物の 間

に は差は み ら れず
,
最大抑制の程度

,
E C 5 ｡値 と も変化

は なか っ た (図4 , A , B ) . す な わ ち M O R 耐性動物

では E N K 類匿 対する感受性変化は生 じてお らず, M O R

と E N K 類と の 間に 交叉 耐性 は形成 され てい な か っ た .

4 ) モ ル ヒ ネ耐性動物に お ける ノ ル エ ビネ フ リ ン の

作用

B S T で は N E 等の カ テコ ー ル ア ミ ン頼も場の電位 を

抑制 す る.
そ こ で M O R 耐性 とな っ た 3 日め の動物を

用 い て, N E によ る電位抑制作用 に 対す る感受性の変化

を調 べ た . 図 4 , C に 示 した よう に, N E につ い て も洩

度
一

反応曲線を調 べ ると , 対照群 と 3 日 めの 動物 との

間に 差 は見 られ ず, 最大抑制の程度 お よび E C 5｡ 値 と も

変化 が なか っ た . す な わ ち M O R 耐性動物で は N E に

対す る感受性は変化 して い な い こ とが わ か っ た .

3 . モ ル ヒ ネ ペ レ ッ ト除去動物 に お け るモ ル ヒ ネ耐

性の 回復過程

今 回 B S T の 脳切 片で観察 され た M O R 耐性が 可逆

的な変化 である か 否か を調べ る た め に , 埋め込 み後 3

日め に べ レ ッ ト を除去し た動物 か ら 0 , 3 , 7 , 1 4 日

め に そ れ ぞ れ B S T 切片 を作製 し実験 を行っ た .
ペ レ ッ

ト埋 め込 み後 3 日 めの動物では E C 5｡ 値 は対照傍 13 JJ M

か ら 79 J ` M
へ と約 6 倍 に 上 昇 して い たが, ペ レ ッ トを

1 0 0

(

0

芝
ち

)

｡

S

U
山

P E L L E T R E M O V E D

( 3 R D D A Y )

書

C O 3 <
ノ 7 14

D A Y S A F T E R P E L L E T R E M O V へL

Fi g . 5 . R e v e r sib ili ty o f m o r ph i n e t o l e r a n c e .

M o r p hi n e p ell et s w e r e r e m o v e d a t th e th i r d d a y

a ft e r p ell e t i m pl a n t a ti o n , a n d B S T sli c e s w e r e

p r e p a r e d i m m e di a t el y a ft e r (0) o r 3 , 7 a n d 1 4 d a y s
a ft e r r e m o v al o f m o r ph i n e p ell e t s . O n e a c h sli c e ,

E C 5 ｡ V a l u e s w e r e m e a s u r ed f o r s u p p r e s si o n o f

fi eld p o t e n ti a l s b y m o r ph i n e . C : C O n t r Ol . E a c h

p o i n t i s th e m e a n ± S . D
. o f 5 t o l O g u i n e a pi g s .

S i g n ifi c a n tl y di抒e r e n t f r o m th e c o n t r o l v al u e
,

*

:

P < 0 .01
,

* *
: P < 0 .0 0 5

,

* =
: P < 0

.
0 0 1 .

8 3

除去 す る と E C 5 ｡ 値は徐々 に 減少 してゆ き, ペ レ ッ ト徐

去後 14 日 め に は 19 /` M と ほぼ対照群と同値 に な っ た

( 図5 ) . 最大抑制 の程度は ペ レ ッ ト除去後の い ずれ の

日に お い て も 対照群 と比べ て有意な善が な か っ た (結

果は 図示 せ ず) .
す なわ ち今 回観察され た M O R 耐性 は

可逆的 な変化であり
,
ペ レ ッ トを除去す る と M O R 耐

性 は徐々 に 消失 して ゆき , ペ レ ッ ト除去後 14 日 め には

ほ ぼ完全 に 消失す る こ と がわ か っ た .

ⅠⅠ. 神経化学的実験

1 ･ 粗膜画分を用 い た[
3
H] -d ih y d r o m o r ph i n e 結合

能の 測定

電気生理学的実験 に よ り確認され た M O R 耐性形成

時 に , オ ピ エ
ー

ト受容体 の結合能が変化 して い る可能

性が考 え られ た た め
,
B S T の 粗膜画分を用 い ラ ジオ リ

セ プ タ
ー

ア ツ セ イ を試み た . しか し M O R 耐性が形成

され た 3 日め の動物 に お い て , 終演度 0 .2 5 II M ま た は

2 n M の [
3
H]

-

D H M を用い て結合実験 を行っ たが,

い ずれ の 場合 に も対照群 との 間に結合能の差異は見い

出せ な か っ た( 図6 , A ) (終演度2 n M の[
3
H]

-

D H M

を用 い た 場合 の み示 した) .

2 ･ 海馬切片 を用 い た[
3
H] di h y d r o m o r p hi n e 結合

能測定

さ き に D a vi s ら
2 1】は脳 ホモ ジネ ー トを用い た 実験で

は M O R 耐性動物と対照群と の間に [
3
H]

-

M O R 結合

能の 差は 見い 出せ な か っ た が, 脳切 片を用い て 同様の

実験 を行っ た と こ ろ結合能の羞 を見 い 出 した と報告 し

てい る . 上記ⅠⅠ -

1 の結果が粗膜画分 を用 い た た めか

も しれ な い の で
,
B S T は非常に 微量 な組織 であ る ゆえ

海馬切片を用 い て, 結合実験 を試み た . しか し脳切片

を用い た場合 に も
,
対照群 と 3 日 め の動物 と の間 に[

3

H] - D H M 結合能の差異は認 めら れ なか っ た (図 6
,

B ) . したが っ て BS T 切片 を用い た 結合実験は行わ なか

っ た .

考 察

Ⅰ . 正 常動物分界条床核 に お け る モ ル ヒ ネ お よ ぴ エ

ン ケ フ ァ リ ン 類の 作 用 なら び に 多種類 の オ ピ エ

ー

ト受容体存在の 可能性

中枢神経系, 末梢神経系で オ ビ ュ ー トが神経活動を

抑制す る こ と は よ く知ら れ て い る2 4) . B S T に 関して は

S a w a d a & Y a m a m o t o
1 3)に よ り E N K の 抑制作用 に つ

い て す で に 報告が ある が今 回の 実験 で M O R に も場の

電位抑制作用 が あ り, M O R の 特 異的桔抗薬 であ る

N A L に よ り M O R の抑制作用 が完全に遮断される こと

か ら
,
M O R の 作用 は特異的なオ ピエ ー

ト受容体を介す

る作用 で ある こ とが わ か っ た .

こ の ような M O R お よび E N K 類 の作用 は単 一

の受容
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N O N
-

｣ A B E L L E D M O R P HI N E ( n M )
Fi g ･ 6 ･ S p e cifi c [

3
H]

-

d ih y d r o m o r p hi n e ( [
3
H 卜 D H M ) b i n d i n g t o th e g ufn e a pi g b r ai n ･ (A )

S p e cifi c [
3
H] 一D H M b i n d i n g t o B S T .

B il a t e r al B S T s f r o m th r e e g ui n e a p l g S W e r e p O O l e d a n d

h o m o g e ni z ed i n i c e c ol d 5 0 m M T ri s
- H Cl b u ff e r ( p H 7 .4) c o rlt ai n i n g O .1 M N a Cl , th e n c e n t rif u g e d

a t l
,
0 0 0 × g f o r l O m i n . T h e r e af t e r , th e s u p e rn a t a n t f r a c ti o n w a s c e n trif u g e d a t 3 0 ,00 0

× g f o r 20

m in . T h e s e di m e n t w a s s u s p e n d e d in 5 0 m M T ri s
- H C l b u ff e r c o n t ai n i n g O .1 M N a Cl a n d i n c u b a t e d

a t 3 7
0

C f o r 4 5 m i n t o di s s o ci a t e e n d o g e n o u s o pi oi d s . T h i s s u s p e n si o n w a s r e c e n t rif u g e d a t 3 0 ,0 0 0 ×

g f o r 2 0 m i n a n d w a sh e d th r e e ti m e s i n 5 0 m M T ri s - H C l b u ff e r (N a C l f r e e) . S p e cifi c b i n di n g w a s

a s s a y e d i n d u pli c a t e b y i n c u b a ti n g 1 3 0 JLl o f t h e s u s p e n si o n ( a b o u t l O O J L g p r O t ei n) i n a t o t al v ol u m e

of 2 00 /J I w i th 2 n M [
3
H]

-

D H M (7 0 .7 C i/ m m ol) a t 3 7
凸

C f o r 30 m i n i n th e p r e s e n c e a n d a b s e n c e

of l JL M l e v a ll o r p h an (f o r t h e n o n - S p e Cifi c bi n d i n g) . B o u n d [
3 H] - D H M w a s s e p a r a t ed f r o m f r e e

li g an d b y r a pid fil t r a ti o n u n d e r v a c u u m th r o u gh W h a t m a n G F/ C filt e r s . C : C O n t r Ol , T : m O r p hi n e

t ol e r a n t a ni m al (3 d a y s a ft e r i m pl an t a ti o n) . V al u e s a r e sh o w n a s m e a n ± S . D . o f 6 a n d 7

e x p e ri m e n t s . ( B) S p e cifi c [
3
H]

-

D H M bi n d i n g t o th e h i p p o c a m p al sli c e s d e t e r m i n e d b y th e

di s pl a c e m e n t m e th o d . H i p p o c a m p al sli c e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r 3 0 m i n i n 5 0 m M T ri s - H C l

(p H 7 .4) w ith 2 n M [
3
H]

-

D H M a n d v a r yi n g c o n c e n t r a ti o n s of n o n
-

1 a b ell e d m o r ph i n e (i n d i c a t e d

o n th e a b s ci s s a) i n a t o t al v ol u m e o f l m l . N o n - S p e Cifi c b i n d i n g w a s d e t e r m i n ed a s [
3
H ] - D H M

bi n d i n g i n th e p r e s e n c e o f l O O 〟M of l e v all o r p h a n . A ft e r t h e i n c u b a ti o n , Sli c e s w e r e h o m o g e n i z e d

a n d b o un d [ 3 H]
-

D H M w a s s e p a r a t e d f r o m f r e e li g a n d a s d e s c ri b e d a b o v e . C o n t r o l : n O n -

t r e a t ed c o n t r o l
,
3 rd d a y : 3 d a y s a ft e r p ell e t i m pl a n t a ti o n . V al u e s a r e sh o w n a s m e a n ± S . D . o f

a t l e a st 6 e x p e ri m e n t s .

体 を介 した 作用で あ るのか , あるい は M O R お よび E N K

類 は それ ぞ れ異 な っ た 受容体 を介 して作用 をお よ ぽ す

の か と い う問題 に つ い て検討 が加 え られ て き た . そ の

結果多くの 研究者 に よ りオ ビ ュ ー

ト受容体が 一 種類 で

は なく
,
少な く と も数種類 は存在す る とい う 可能性 が

示唆され た 25 卜 27) . しか し単 一

の受容体 しか 存在 しな い

と した報告もある
2 8)

. 最近 W illi a m s & Z i e gl g a n sb e r g -

e r は
29)
ラ ッ ト大脳皮質 を用 い, E g a n & N o r th は

3 0)
テ

ン ジ ク ネ ズ ミ腸間膜神経節を用 い , 同
一

神経細胞上 に

少 なく とも 2 種類 の異な っ た オ ビュ ー

ト受容体 の存在

を 示 した
.
す なわ ち

,
M O R お よ び E N K 類が そ れ ぞ れ

特異的に結合す る と考 え られて い る 〟 およ び ♂ 受容体

が同 一

神経細胞上 に 存在す る 可能性 を示 した も の で あ

る .

そ こ で , B S T の 細胞 に つ い て単 一

神経細胞放電を細

胞外で記録 し, ♂ 受容体 に 特異的に 結合す る と考えら れ

る E N K 類 と して D A M A を
,
ま た p 受容体に 特異的に

結合す る と 考え ら れ る M O R を用 い
,
こ れ ら受容体 の

同
一

神経 細胞上 で の 存在 に つ い て検討 した .
こ の 実験

で は D A M A は 2 . 5 JL M ま た M O R は 50 /J M 適 用 し

た . そ の 結果, 6 2 偶 の B S T ニ ュ
ー

ロ ン の う ち 6 個 は

M O R の み
,
ま た 3 個 は D A M A の み に よ り抑制され る

こ とが わ か っ た
.
す な わ ち

一

部の 神経細胞 に は 〟 ある

い は ♂ 受容体 のうち ど ち らか
一 方しか 存在 しな い と考
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え
.

られ
, また D A M A 2 ･5 JL M お よ び M O R 5 0 FL M を適

用 す る条件下 で は それ ぞ れ D A M A は 6 受 容体, M O R

は 〟 受容体 に 結合し て神経細胞 に 作用 をお よぽ してい

る と考 えられ た . さ ら に
, 調 べ た 35 個 の オ ピ エ ー ト感

受性 ニ ュ ー

ロ ン 中74 % (2 6 個) は , M O R お よび D A M A

に よ り抑制 され る こ とが わ か り
,
やは り B S T で も同 一

神経細胞上 に 〟 およ び ♂受 容体が存在す る可能性が 示

さ れ た
.

こ の よう に異な る受容体である可能性が 示された 〟 お

よ び ♂ 受容体間の 相互作用 に 関し て は研究が始ま っ た

ばか り で あ るが , す で に R o th m a n & W e s tf al1
31) 3 2)

,

V a u gh t ら
3 3)
はi n v it r o お よ びi n v i v o の 実験か ら, 6

受容体 を介 して 〟 受 容体結合能が増大 する こ と を報告

して い る
.
B S T で は場の 電位抑制作用を指標 に して調

べ た 限り, E N K 類 に よ っ て M O R の 作 用が 増大する結

果 は得 られ な か っ た ( M a ts u i 未発表) .

ⅠⅠ. 分 界条床核脳 切 片 に お け る モ ル ヒ ネ耐性現象の

観察

M O R ペ レ ッ ト埋 め込 み法は 比 較的短期間 のう ち に

M O R 耐性動物 を作製で き る方法で ある . 行動薬理 学的

に 著明な禁断症状が出現す る よ う に な っ た 3 日 めの 動

物 で は M O R に 対す る感受性が低下 し, 対照群 と比 べ

て同程度の 場の 電位抑制作用 を得 る の に , 対照群の 場

合よ り 高濃度の M O R を要す る よ う に な り
, 濃度 一 反

応曲線 は右 へ 移動 した
.
こ の 結果 は, 脳切 片を用 い た

実験系で も M O R 耐性現象が観察 され る こ と を意味 し

て お り
,
B S T の 脳切 片が 中枢神経系 に お け る M O R 耐

性形成機構 を研究す る ため の 1 つ の 有用 な モ デ ル と な

る こ と を示 して い る .

B S T 脳切 片で 観察さ れ た, ペ レ ッ ト埋 め込 み 法に よ

る M O R 耐性形成 お よ びペ レ ッ ト除去に よ る M O R 耐

性 消失の 時間経過 は
,
G old s t ei n & S c h u l z I 5 )

, S c h ul z

ら
34 )
が 末櫓組織摘出標本で 観察 し た現 象と ほ ぼ 同じ結

果で あ り E C 5 ｡ を指標 とす る 限り, 埋 め込 み 後3 日 め に

耐性の 程度は最大 (E C 5 ｡ = 79 〟M ) と な っ た が , 6 日

め (E C 5 O
= 6 8 〆M ) , 9 日 め ( E C 5 ｡ = 6 5 FL M ) に お い て

も耐性 は持続 し て い た(対照 胤 E C 5 ｡ = 1 3 〟M ) .

一 方
,

W ei
1 6)
,
W a y ら

3 5)
は 主 と して N A L 注射 に よ り誘発さ

れ る禁断症状 の 程度 を指標と した 実験 か ら
,
埋 め込 み

後 3 日 め に 耐性の 程度は最大と な るが その 後ペ レ ッ ト

を除去 しな く とも 徐々 に 耐性の 程度 は減弱 し, 6 ～ 9

日後に は対照 レ ベ ル に ま で減弱す る こ と を報告して い

る が こ の 結果 とはⅦ
一 致し なか っ た .

ⅠⅠⅠ
. 分 界条床 核脳 切 片 で観察さ れた モ ル ヒ ネ耐性現

象 の i n v i v o に お ける 意味 づ け

今回 B S T 脳切 片で 観察 され た M O R 耐性の 程 度は

E C 5 0 の 変化を指標 とす る と
, 対照値 13 /∠ M か ら 3 日め

85

の 動物 で 79 jL M と約 6 倍程度 の上 昇であ っ た . S c h ul z

ら
3 6) 3 7 )
は マ ウ ス 精 索 で は M O R 類 似 作 用 を 有 す る

S u f e n t a n yl を , テ ン ジ ク ネ ズ ミ 回腸 で は M O R を用 い
,

それ ぞ れ の 薬物を慢性投与 し, 耐性形成時の E C 5｡ の 変

化 を調 べ た
.
そ の 結果, 精索で は 1

,
0 0 0 倍, 回腸 で は

80 倍 に 上 昇 して い た と報告 した. 同じくS c h ul z ら 3 8) は

マ ウ ス の 脳 室内 に s u f e n t a n yl を 慢 性 投与 し, 無 痛

( a n a l g e si a) と 無動( c a t a t o n i a) を指標と して耐性形

成時の E C 5 ｡ の 変化 を調べ た結果, E C s｡ は約1 5 倍 に上昇

してい た
.
F e rn a n d e s ら

3 9)
も動物の 行動 を指櫻 と して耐

性形成時の E C 5｡ の変化 を調 べ たが
,
0 ～ 10 倍程度の 上

昇 で あ っ た と報告 した.

す で に 緒 言 で 述 べ た よ う に C a l v i n o ら
9)お よ び

W o o t e n ら
1 0)の 実験に よ り B S T が M O R 耐性および禁

断症状発現に 関与 して い る部であ る こ とが 示 さ れ て い

る
.
す なわ ち, 今回 B S T 脳切 片で観察さ れ た M O R 耐

性 は
,
その 程度 に お い て, 末栴組織摘出標本で報告さ

れ た耐性の程度 より 弱い も の で あっ たが, S c h ul z ら3 £) ,

F e r n a n d e s ら
3 9)が行動 を指標 と して 調べ た耐性の 程度

と ほ ぼ
一 致 してお り , C al v in 0 ら

9)
, W o o t e n ら

1 0)
の報

告 と合わ せ 考え ると
,
M O R に より何らか の 影響 を受け

る B S T の 関与 する行動と関連があるもの と考 えられる .

ⅠⅤ.
モ ル ヒ ネ耐性動物 に お け る エ ン ケ フ ァ リ ン類 に

対す る感受性の 変化お よび 受容体 の 多様性

先 に B S T ニ ュ ー ロ ン 上 に は 〃 お よ び ♂ の 2 種の 受

容体が 存 在 し
,
それ が異な る受 容体で あ る可能性 に つ

い て述 べ た .
そ こ で さ ら に 佑 ♂ 受容体が異 なる受容体

で あ るか 否か明 らか に する た め M O R 耐性動物に お い

て E N K 類 に対 する感受性の変化を調 べ た .

E N K 類と して D A M A お よ び D A M A よ りさ らに 6

受 容体 へ の 結合特異性の 高い と言われ る D A D L を用 い

感受性の 変化を調 べ る と, 図4 の A
,
B に 示 した よう

に
,
こ れ ら E N K 類に 対する感受 性に は全く変化の な い

こ とが わ か っ た . すな わち M O R と E N K 類 との 間に は

交 叉耐性が形成さ れ ず, さ ら に M O R 耐性形 成時に は

〟 受容体 に 特異的な M O R の み に 耐性と な っ て お り , 〟

お よ び ♂ 受容体 は異な る受容体 で あ る可能性が高い と

考 え られ る .

こ の ように M O R と E N K 類との 間に 交叉耐性が生じ

な か っ た 例 は い ま ま で に も 報告さ れ て い る
.
S c h u l z

ら
26) 3 8) は マ ウ ス 精 索 を用 い , D A D L の 慢性 投与 で は

D A D L に の み
,
ま た無痛

, 無動を指標と した実験で も

S uf e n t a n yl 慢性投与 で は s u f e n t a n yl に の み 耐性が 形成

され た と報告して い る .
さら に Cl a rk & B e r n a rd i n i

40)

の ネ コ を用 い た 実験 で は
,
モ ル ヒ ネの 体温 上 昇作用

( m o r p h i n e
- i n d u c e d h y p e rth e rm i a) を 指標 と し

M O R を 慢 性投与 す る と M O R の み に 耐 性 と な り
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D A D L に 対 する感受性 に は変化が な か っ た .
L a w ち

4 1)

は同様の 結果 を培養細胞 を用い た 実験 で示 した .
す な

わ ち M O R を培養液中に 添加 して お く と M O R に よ る

a d e n yl a t e c y cl a s e 抑制作用 は減弱 した が, D A D L に

ょ る抑制作用は変化 しな か っ た . ま た き わ め て最近,

F r e n c h & Z i e gl g a n sb e rg e r は
8〉ラ ッ ト海馬切片 を用 い

M O R 慢性投与の結果, n O rm O r ph i n e に よ る錐体細胞

興奮作用は減弱 した が, E N K 類 に よ る興奮作用 に は変

化が なか っ た こ と を報告 した . す な わ ち, こ れ ら の結

果 は, 〝 ある い は ♂ 受容体 それ ぞ れ を特異的に 耐性 を

形成させ る こ とが 可能で あ り, 〟, ♂受容体 は異な る受

容体 で あ る こ と を さ らに 強く示 唆 して い る と考 え られ

る .

Ⅴ
.
モ ル ヒ ネ 耐性動物 に お け る ノ ル エ ビネ フ リ ン に

対 す る 感受性

M O R の作 用 に種 々の伝達物質が関与 してい る結果が

報告 され て おり, こ れ ら の伝達物質 に 対す る 感受性 の

変化 も耐性形成機構 を考 え る上で 重要な問題である.

M O R 耐性に 伴う N E へ の感受性 の変化 に つ い て ,

H am b u rg & T all m a n
4 2)は α 2 受容体作動薬である [

3

甘トcl o ni di n e を用 い た結合実験 の結果, ラ ッ ト大脳皮

質, 脳幹で は M O R 耐性 に伴 い α2受容体の 結合能が増

加 した と報告した .
G o ld s t ei n & S c h u l z

1 5) 4 3)
は テ ン ジ

グ ネズ ミ回腸縦走筋
一

神経草標本 を用い ,
こ の 系で神

経帯電気刺激 に応ずる筋収縮 を抑制 す る N E , d o p a
･

m i n e ( 以下 D A と略) お よび促進的 に 作用す る s e r o ･

t o n i n ( 以下 5
-

H T と略) に 対す る感受性が M O R 耐性

形成に伴 い 変化 す るか 否か調 べ た .
M O R はこ の 系で抑

制性 に作用す る こ とが 知ら れ て い る . 結果 は N E , D A

に 対す る感受性 は低下 し,
一 方 5 -

H T に対 す る感受性

は冗進 した.
これ は抑制性に 作用 す る M O R が長時間

作用 した結果代償的 に 抑制性 に 作用 す る物質 に対 して

は低感受性 に な り, 促進性 に 作用 す る物質 に は高感受

性 に な っ た と推論 され た . 表 1 に 示 した よう に N E は

B S T で は抑制性 に 作用 したが , こ れ は α2受容体 を介す

る作用 で あ る こ と が わか っ た ( M a t s ui 未発表) .
そ こ

で M O R 耐性動物で N E に 対す る感受性の 変化 を調 べ

たが
,
M O R 耐性形成に伴 い N E に 対する 感受性 は全く

変化 し なか っ た .
こ の結果 は, H a m b u r g & T all m a n

4 2)

お よ び G ol d st ei n & S c h ul z
1 5) 4 3)の 結果と異 な っ た . こ

れ は 同 じ α2受容体 を介す る作 用 で も脳 の 部位 に よ り

M O R 耐性の 影響 を受 ける程度が異な る こ と に よるの か

も しれ な い .
ま た G ol d st ei n & S ch u l z

15) 4 3) は受容体の

種類に つ い て 記載 しては お らず, 彼 らの観察 してい た

現象 は 勉 受容体以外 の受容体 を介 して 生じて い た可能

性 もあり, その た め今回 得た結果が彼 らの 結果と
一 致

しな か っ た のか も しれ ない .

な お
,
B S T で は S a w a d a ら

23)
に より n e u r o t e n si n が

興奮性に 作用す る こ とが 報告さ れ て い るが , 今回の実

験で は, n e u r O t e n Si n に 対 す る感受性 の変化 に つ い ては

調 べ なか っ た .

ⅤⅠ. モ ル ヒ ネ 耐性 の オ ピ エ ー

ト受容体結合能 に お よ

ぽす 影響

B S T の 脳切片 を用 い た電気生理学的実験 に よ り,

M O R ペ レ ッ ト埋 め 込 み後 3 日 めの 動物 は, M O R に対

す る感受性 が低下 して M O R 耐性の 状態である こ とが

証明さ れ た .
そ こで オ ビ ュ

ー

ト受容体の 数や 親和性の

変化 に よ っ て M O R に対す る 感受性低下が生 じた 可能

性 を調 べ るた め , [
3 H]

- D H M を用 い て 結合実験 を行

っ た . [ 3Il トD H M は 〟 受容体に 特異的 に 結合す る と

考 え られ て い る .
しか し

,
図 6 , A に 示 した よう に対

照群 に 比 し て結合能に 減少傾向 は見ら れ たが , 有意な

菱は見 い 出せ なか っ た .
こ れ まで 多く の研究者が 小脳

を除く全脳の膜画分や シ ナ プ トソ
ー ム 画分を用 い M O R

耐性 に 伴う受容体結合能の変化 を調 べ た が, い ずれ も

受容体 の 数, 親 和 性 に は 変化 が な か っ た と 報告 し

た
4 4) - 4 6)

. 今回 の 実験で は B S T と い う か な り 限局 し た

部位 の受容体 に つ い て調 べ た にも か かわ らず, 結合能

に 羞 は なく, 従来の報告 を確証 した に と ど ま っ た .

～ 方, D a v i s ら
2 1) は

, 視床, 線条体, 脳幹 を含 む脳切

片 を用い た結合実験 を行 っ た . その 結果 ,
M O R 耐性動

物で は [ 3 H 卜 M O R の特 異的結合が減少す る こ と を見

い 出 した .
ま た彼 ら は脳 ホ モ ジ ネ

ー

ト を用 い て の結合

実験も行 っ て い るが , そ の 場合 に は[
3 H 卜 M O R の 結

合 は対照群 と M O R 耐性群と の 間に 差が な か っ た と報

告 し, 脳切 片 を用 い た結合実験の有用性 を主張 した.

しか し彼 らの 報告■に は, 受容体の数が 減少 した の か ,

親和性が 減少 した の か明確な記載 が な か っ た .

そ こ で , B S T は非常 に 微量な組織 ゆ え, 海馬切 片を

用 い D a v i s ら
21)
の方法に 従っ て[

3
H 卜D H M を リ ガ ン

ドと して結合実験 を行っ た . 確か に , 彼 ら の 主 張す る

低濃度非標識 M O R 添加 に よ っ て無添加 の 場合 よ りも

[
3
H:トD H M の 結合が 増加す る

"

正 の協調性
"

の 傾向

は認め た も の の , M O R 耐性動物と対照群と の 間に 結合

能の羞は見い 出せ ず D a v i s ら
2 1) の 結果 と

一 致 しな か っ

た
. 彼ら の 結果と

一 致 し なか っ た理 由は現在の と こ ろ

説明 で き ない . 海 馬切 片 を用 い た結合実験で M O R 耐

性動物 と対照群と の 間に [
3
B ]- D ⅢM の特異的結合の

差 を見い 出せ な か っ たの で B S T の 切 片を用 い る結合実

験 は行わ なか っ た .

[
3
H] - D H M を用 い た 結合実験か ら M O R 耐性形成

に伴 っ て受容体自体の性質, す なわ ち 受容体 の 数や 受

容体 に結合 す る物質 に 対す る親和性は変化 しな い こ と

が わ か っ た . した が っ て M O R 耐性 は, 受容体と M O R



オ ピ エ
ー

ト類縁物質の 作用 と慢性モ ル ヒ ネ投与の 影響

の 結合 に つ づ く神経活動抑制作用発現 に 至 る細胞内機

構の変化 に よ り生 じた も の と考え ら れ る .

ⅤⅠⅠ. オ ピ ニ
ー

ト受容体活性化と そ れ に つ づ く 薬理 作

用 発現 に 至 る 反 応機構

B S T 脳切片 を用 い た系で電気生理学的実験に よ り証

明され た M O R 耐性現象を説明 しう る受容体自体の変

化は, [
3
H] - D H M を用 い た 結合能測定の 実験 か ら は

得られ な か っ た .
した が っ て M O R 耐性 は受容体活性

化に つ づ く 薬理 作用( B S T に お い て は神経活動抑制作

用) 発現 に 至 る細胞内機構 の 変化に よ り生 じた も の と

考え ら れ る . 今回の 実験で は, 受容体活性化 につ づ く

反応機構解明 の た め の 実験は行わ な か っ た の で 以下文

献的考察 を試み た.

受容体活性化に つ づ く 反応 はい ま な お 不明 で ある が

生化学的実験事実が次第 に集積 しつ つ あ る . 受容体 の

同定に つ づ き , 脳 ホ モ ジ ネ ー

ト を用 い た 実験か ら, オ

ピ エ ー ト類が c y cli c A M P ( 以 下 cA M P と略) の 基礎

レ ベ ル に は影響 しな い が p r o st a gl a n di n E l , E 2 ( 以 下

P G と略) の 刺激に よ り生ずる c A M P の 増加 を抑制す

る こ と が見い 出され た
4 7)

. 同様の結果は培養細胞を用 い

た実験 で も得 られ4 8)
,
オ ビ ュ

ー

ト類 の作用 点 は ad e n y ･

1 a t e c y cl a s e お よび p r o t ei n k i n a s e 活性の 阻害 で ある

こ とが 最近報告さ れ た
4 9)

.
こ れら の 事実を踏 まえ次の よ

う な仮説が提出さ れ て い る . す な わ ち慢性 M O R 授与

の 開始直後は a d e n yl a t e c y cl a s e 活性 の 阻害と c A M P

減少 がお こ る が, 時間と と も に ad e n yl a t e c y cl a s e 活

性 は代償的 に上 昇 し, C A M P も 正常値 へ と回復 す る .

こ の 過程が M O R 耐性お よ び依存形成の 機構で あ る と

い う仮説 である
5 0)

.

こ れ らi n v it r o で の 実験結果 とi n v i v o で の 反応 と

の 関連 に つ い て は ま だわ か っ て い な い が , B S T で は ,

あらか じめ ph o s p h o d i e st e r a s e 阻害剤の 3-i s o b u t y トト

m e th yl x a n th i n e や c A M P 類 似 物 質 の dib u t y r yl

c A M P を添加 して お く と, 図1 に 示 したよう な D A M A

お よ び M O R に よ る電位抑制作用 が 減弱す る ( M a t s u i

未発表) .
この 結果 は c A M P の 減少 と オ ピ エ ー

ト類縁

物質 に よ る場 の 電位抑制作用 と の 間 の 関連 を示唆す る

もの と して興味深い .

また従来か ら C a 2 + と オ ビュ ー

ト類 の 相互作用 に つ い て

は多くの 研究が な され たきたが
51)
, 最近 で は c al m o d uli n

( K a k i u c hi ら5 2)) ( 以 下 C a M と 略) と の 関連に 注目 し

て研究が進め ら れ て い る . その 結果 , オ ビ ュ
ー

ト類の

作用 に より C a M の 神経終末内での 存在部位が変化する

こ と が見 い 出さ れ た . ま ず急性 M O R 投与 で は , 細胞

質内申の タ ン パ ク質が C a 2 +M C a M 依存性に リン 酸化さ

れ る が
,
M O R 慢性投与ラ ッ ト では M O R に よ る この リ

ン酸化反応が見ら れ なか っ たと の報告が なされ た
53) 54)

8 7

さら に N e h m a d ら
55)
は M O R 急性投与で は神経終末部

の 膜結合性 C a M が減少す る が, M O R 慢性投与 ラ ッ ト

で は
,
線条体

, 視床, 中脳等で 迦に 増加 して い た こ と,

を報告 した . 同様の 結果 は B o n n e t ら5 6)に よ っ て も確認

され て い る が Cl o u e t & W illi a m s は
5 7)可溶性画分の

C a M が増加 した と報告しまだ
一

致した結論が得 られ て

い な い
. 脳 の 部位差や C a M 活性測定法の問題 もあるが

C a M を介す る反応と して オ ピ エ ー

ト頻の作用 を促 えて

い く研究は今後盛ん に な るも の と思われ る .

これ まで考察 してきた受容体の概念 は薬理学的概念で

あ っ たが
, 最近に なり , 受容体 を単離しよ う と の 試み

が な され , 受 容体の概念は より 実体的なも の に な っ て

き た
.
S i m o n d s ら

5 8)は 受容体と して の活性を保 っ た 状

態で の可溶化 に成功 した と報告 した.
しか し彼らの 単

離 した受容体 は, 結合実験で は受容体の性質を満足す

るも の で あ っ た が
,
a d e n yl a t e c y cl a s e 系とは 共役 し な

か っ た .

以 上 の よう に, 現在の と こ ろ受容体の本態お よ び受

容体活性化 に つ づ く薬理作用発現に 至 る反応機構 は正

確 に は わ か ら ない が
,
近い 将来単離さ れ た受 容体 に つ

い て性質が よ り詳細 に 調 べ ら れ, ま た受容体清性化 に

つ づ く 反応機構も理 解され , M O R 耐性形成機構に つ い

て満足ゆ く説明が な され る も の と考え られ る .

結 論

中枢神経系に お ける モ ル ヒ ネ耐性形成機構 を解明す

る目的で , テ ン ジク ネ ズ ミを用 い ,
分界条床核 ニ ュ

ー

ロ ン の オ ピ エ
ー

ト類縁物質に対す る感受性 な らび に 慢

性モ ル ヒ ネ 投与 の影響 を調 べ 以 下の 結論を得た .

1 ) S T 刺激 に応 じ B S T に生 じる陰性の 場の 電位 は

E N K 塀の み な ら ず M O R に よ っ て も抑制さ れ た .

2 ) B S T の オ ピ エ
ー

ト感受性 ニ ュ
ー

ロ ンの 75 % は同

一

神経細胞上 に M O R , E N K 額が それ ぞれ特異的 に 結

合す る と考 え られ る, 〟 お よび ♂受容体 を有 して い た

が
, 残り 25 % の こ ユ

ー

ロ ン はい ずれ か 一 方の み に 有 し

てい た .

3 ) M O R ペ レ ッ ト埋 め込 み に よ り 3 E] 後 に は M O R

に 対す る感受 性が低下 した. すなわ ち B S T 脳切 片を用

い た系 で も M O R 耐性現象が観察で き る こ とがわ か り,

中枢神経系に お ける M O R 耐性形成機構 を解明 す る上

で
,
B S T 脳 切 片を用い た系が 有力な実験系に な る ヱと

が 示 され た .

4 ) M O R 耐性形成時, M O R に 対 しての み 耐性が形

成され , E N K 類と の 間に は交叉 耐性 は形成さ れ なか っ

た . す な わ ち 〃 受容体と ♂受容体は異な る受容体 であ

る こ とが 示 され た .

5 ) [
3
H]

一

D H M を周 い た結合能測定の実験か ら,
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M O R 耐性形成時に 受容体 の数 お よ び親和性 に は対照

と比べ て変化が な い こ と が わ か っ た . す な わ ち
, 今回

電気生理学的実験 に よ り証明され た M O R 耐性現象は
,

受 容体活性化に つ づく神経活動抑制作用発現 に 至 る反

応機構 の変化に よ っ て 生 じた可能性が 示 唆され た
.
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2 9) W illi a m s , J . T . & Z i e gl g a n s b e r g e r , W . :

N e u r o n s i n th e f r o n t a l c o rt e x o f th e r a t s c a r r y

m ul ti pl e o pi a t e r e c e pt o r s . B r ai n R e s . , 2 2 6 , 3 0 4
- 3 0 8

(1 9 8 1) .

30) E g a n , T . M . & N o r th
,
R . A

. : B o th IL a n d 6

0 pi a t e r e c e p t o r s e x i s t o n th e s a m e n e u r o n . S ci e n c e
,

21 4
,
9 2 3 - 9 2 4 (1 9 7 1) .

31) R o t h m a n , R . B . & W e st f a ll
,
T . C . : M p r ph i n e

all o s t e ri c all y m o d u l a t e s t h e b i n d i n g o f [
3
H] -

1 e u ci n e e n k e ph ali n t o a p a t ri c ul a t e f r a c ti o n o f r a t

b r ai n . M ol . P h a r m a c ol . , 2 1 , 5 3 8
-

5 4 7 (1 9 8 2) .

32) R o t h m a n , R . B . & W e s tf all
,
T . C . :

`

A ll o st e ri c

C O u pli n g b e t w e e n m o r p hi n e a n d e n k e p h ali n r e c e p ･

t o r s i n v it r o . M ol . P h a r m a c o l .
,
2 1

,
5 4 8- 5 5 7 (1 9 8 2) .

33) V a u g h t , J . L , R o t h m a n , R .
B . & W e st f all

,
T .

C ∴ M u a n d d elt a r e c e p t o r s ; th ei r r ol e i n a n al g e si a

a n d i n th e d i ff e r e n ti al e ff e ct s o f o pi oi d p e p tid e s o n

a n al g e si a . L if e S ci .
,
3 0

,
1 4 4 3- 1 4 4 5 (1 9 8 2) .

34) S c h u l z , R .
,
C a r t w ri g h t , C . & G ol d st ei n A . :

R e v e r sib ilit y of m o r ph i n e t ol e r a n c e a n d d e p e n d
-

e n c e i n g u l n e a pi g b r ai n a n d m y e n t e ri c pl e x u s .

N a tu r e
,
2 5 1

,
3 2 9

-

3 31 (1 9 74) .

3 5) W a y , E . L .

,
L o h

,
H . H . & S h e n

,
F . : S i m u -

1 a t a n e o u s q u a n ti t u d e a s s e s s m e n t o f m o r p hi n e t ol e
-

r a n c e a n d p h y si c al d e p e n d e n c e . J . P h a rm a C Ol . E x p .

T b e r
リ
1 6 7

,
ト8 (1 9 6 9) .

3 6) S d m l z , R . , W ⅦSt e r , M .
, K r e n s s , 軋 & H 崩ほ ,

A . : S el e c ti v e d e v el o p m e n t o f t ol e r a n c e w i th o u t

d e p e n d e n c e i n m ul ti pl e o pi a t e r e c e p o t r s o f m o u s e

V a S d ef e r e n s . N a t u r e
,
28 5

,
2 4 2

-

24 3 (19 8 0) .

3 7) S c h u l z , R .
,
W u s t e r

,
M .

,
R u hi n , P . & H e r z ,

A ･ : F u n c ti o n a l o pi a t e r e c e pt o r s i n th e g u i n e a pi g

il e u m : T h ei r di ff e r e n ti a ti o n b y m e a n s o f s el e c ti v e

t ol e r a n c e d e v el o p m e n t . J . P h a r m a c o l . E x p . T h e r . ,

2 1 9
,
5 4 7

-

5 5 0 (1 9 81) .

3 8) S c h ul 2: , R .

,
W u s t e r

,
M . & lI e r 2:

,
A . : D i ff e r e n -

ti a ti o n o f o pi a t e r e c e p t o r s in th e b r a i n b y th e

S el e cti v e d e v el o p m e n t o f t o l e r a n c e . P h a r a m c ol .

B i o ch e m
.
B e h a v .

,
1 4

,
7 5

-

7 9 (1 9 8 1) .

3 9) F e r n a n d e s , M ･ , E l u w e , S . & C o p e r , H . : T b e

d e v el o p m e n t o f t o l e r a n c e t o m o r ph in e i n th e r a t .

P s y c h o p h a r m a c ol o g y , 5 4 , 1 鋸卜20 1 (1 9 77) .

40) C l a r k , W . G . & B e r n a rd i n i
,
G . L . : M o r ph in e

-i n d u c e d h y p e r th e ▲
･

m i a : L a c k of c r o s s
- t Ol e r an C e

W ith e n k e p h ali n a n al o g e s . B r a in R e s . , 2 3 l , 2 3 ト23 4

(1 9 8 2) .

4 1) L a w , p ∴Y .
,
H o m , D . S . & h b

,
臥 H ∴ L o s s

O f o pi a t e r e c e pt o r a cti v it y i n n e u r o bl a st o m a x

gli o m a N G l O 8
- 1 5 h y b rid c e11 s a ft e r c h r o ni c o pi a t e

tr e a t m e n t : A m ul ti pl e
-

St e p p r O C e S S . M ol . P h a rm a
･

C O l .
,
2 2

,
1

-

4 (1 9 8 2) .

4 2) H u m b u r g , M . & T a11 m a rL
,
J . F . : C h r o n i c

m o r p hi n e a d m i n is t r a ti o n i n t r e a s e s t h e a p p a r e n t

n u m b e r o f α 2 a d r e n e r gi c r e c e p t o r s i n r a t b r a in .

N a t u r e
,
2 9 1

,
4 9 3 - 4 9 5 (1 9 81) .

4 3) S c h u1 2: , R . & G o ld s t ei n
,
A . : M o r ph i n e t ol e

-

r a n c e a n d s u p e r s e n siti vit y t o 5
-

h y d r o x yt r y p t a m i n e

i n th e m y e n t e ri c pl e x u s of th e g ui n e a pi g . N a t u r e ,

2 4 4
,
1 6 8

-

1 7 0 (1 9 73) .

4 4) H it z e m a n n , R . J .
,
H i t 2; e m a Il n

,
B . A . & L o h

,

H . H . : B i n d in g of [
3 H] - n a l o x o n e i n th e m o u s e

b r a i n : E ff e c t o f i o n s a n d t ol e r a n c e d e v el o p m e n t .

L if e S ci .
,
1 4

,
2 3 9 3

-

2 4 0 4 (1 9 7 4) .

4 5) P e r t , C . B .

,
P a st e r n a k , G . & S rL y d e r , S . I L :

O pi a t e a g o n i s t s a n d a n t a g o n i st s d i s c ri m i n a te d b y

r e c e pt o r b i n di n g i n b r a i n , S ci e n c e
,
1 82

,
1 3 5 9 - 1 3 61

(1 9 7 3) .

4 6) E l e e , W . A . & S t r e a t y , R . A . : N a r c o ti c



･9 0

r e c e pt o r sit e s i n m o r p h i h e
一

一d e p e n d e n t r a t s . N a t u r e
,

24 8
,
6 卜6 3 (1 9 7 4) ∴

4 7) C o11i e r , Ⅱ . 0 . J . & R o y , A . C . : M o tf)hi n e-1i k e

d ru g S･i n h ib it th e stiぬ ul a ti o n b y Er 扉d st a gl a n di n s
f o r c y cli c A M P f o r m a ti o n b y rムt b t ai n h o m o g e n a t e .

N a t11 r e
,
2 4 8

,
2 4 - 2 7 (1 9 7 4) .

4 8) S b 乱 r m a , S . 虹
,
N i r e n b e 指 , M . & E l e e , W .

A ･ ‥ M o r ph i n e r e c e p t o r s a s r e g u 臨t o r s o f a d e n yl a t e

C y Cl a s e a c ti v it y . P r o c . N a tl . A c a d . S ci , U S A
,
7 2

,
5 9 0

- 5 94 (19 75) .

4 9) B a c h r 乱 C h , ロ . , B e れ a l a l , D . & R e c b e $
,
A . :

M o rp h i n e i n h ibi t s c y cli c
-

A M P d e p e n d e n t p r o t ej n

k i n a s e a n d o r ni th i n e d e c a r b o x yl a s e a c ti viti e s i n

n e u r o bl a s t o m a x gli o m a h y b rid c ell s . Li f e S ci . , 2 5 ,

1 8 79 - 1 錮4 (1 9 7 9) .

5 0) C olli e r , H . 0 . J . : C e11 ul a r si t e o f o pi a t e

d e p e n d e n c e . N a t u r e , 2 8 3 , 6 2 5
-

6 2 9 (1 9 8 0) .

5 1) C h a p m a .rL , D . B . & W a y , E . L . : M et al i o n

i n t e r a c ti o n s w i th o pi a t e s . A n n . R e寸: P h a r m a c ol .

iT o x i c ol .
,
2 0

,
5 5 3 - 5 7 9 (1 9 8 0).

5 2) E a k i1 1 C h i , S . , Y a m a z a k i , R . & N a k aji m a , R . :

P r o p e rti e s o f a h e a t
-

S t a b l e ph o s p h o d i e st e r a s e

a c ti v iti n g f a c t o r i s o l a t ed f r o m b r a i n e x tr a ct . P r o c .

J a p . A c a d .
,
4 6

,
き5 B 7

-

5 92 (1 9 7 0) .

5 3) 0
'

C a ll a g h a h , Jニ P .
,

■

J u k e vi c h i
,
J: C ∴ &

L o v e n b e r g , W ･ : T h e e ff e ct o f m o r
r

ph i n e oh c al -

Ci u m -

r e g u l a t e d ph o s ph o r yl a ti o n o f s y n a p td s o m al

C y t O S O li c p r o t ei n s f r o m r a t st ri a t u m . J . P h a r m a c ol .

E x p .･ T e r . , 2 2 0 , 6 9 6
- 7 0 2 (1 9 8 2) .

5 4) W illi a m s , N . & Cl o u e t
,
I) . H . : T h e e ff e c t of

a c u t e o pi oid a d m i ni st r a ti o n o n th e p h o s p h o r yl a tid n

O f r a t st ri at al s y n a p ti c m e m b r a n e p r o t ei n s . J .

P h a r a m c ol . E x p . T h e r . , 2 20 , 2 7 8M 2 8 6 (1 9 8 2) .

5 5) N e h m a d
,
R .

,
N a d l e r

,
H . & S i m a n t o v

,
R . :

E ff e ct s o f a c u t e a n d c h r o ni c m o r p h i n e t r e a t m e n t o n

C al m o d uli n a cti v it y o f r a t b r ai n ･ M ol . P h a r a m c ol .
,

2 2
,
3 8 9- 3 9 4 (1 9 8 2) .

5 6) B o n n e t , E . A .

,
E n g el b e r g , L . & G u si k , S . A

. :

C alI 血 d u li n in c r e a s e s i n s el e c ti v e b r a in r e gi o n s wi th

O pi pid d e p e n d e n c e . L if e S ci . , 3 1 , 2 2 9 5
-

2 2 9 8 (1 9 7 2) .

5 7) C l o tL et , I)｣ II : & W illi a m s
,
N . T h e e ff e c t ｡ f

O Pi o id畠 o n･ S t ri a t al･ C al m o d u li n l e v el s . Li f e S ci . , 3 l
,

2 2 8 3
-

2 2 86 (1 9 7 2) .

5 8)
E
S i m o n d s

,
W . F .

,
E o s k i , G .

,
S t e r a t y , A .

,

H j e lm el a n e , M . & E l e e , W . A . : S o l u bili z a ti o n of

a c ti v e o pi a t e r e c占bt o r s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci
′

. U S A
,

7 7
,
4 62 3

-

4 62 7 (1 9 80) .

N e u r o n al S e n siti vit y t o O pi a t e a n d O pi oid P e p 6 d e s in t h e B e d N u cl e u s o f t h e S tri a T e mi n ali s:

E 蝕 c ts o f C h r o ni c M o rp hi n e T r e a h e nt H ir o aki M at s u i
,
I) e p art m e n t o f P h y si olo g y , S ch o ol

O f M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e r si ty , K a n a z a w a , 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･
,
92
,
7 7 N 9 1 ( 1 9 8 3)

K e y w o rd s : m O rP h in e , m O rP h i n e t ole r a n c e , O P i at e r e c e p t o r , e n k e p h ali n ,
b e d n u cle u s o f th e s tri a t e r m i n ali s .

A b s 仕a ct

I n o r d e r t o el u ci d a t e t h e m e c h a mi s m o f m o rp h i n e t o l e r a n c e i n t h e c e n t r al n e rv O u S S y St e m , t h e

n e u r o n al s e n siti v it y t o o p i at e a n d o p i o i d p e p tid e s i n t h e b e d n u cl e u s o f t h e st ri a t e r m i n alis( B S T)

a n d e f f e c t s o f c h r o n i c m o r p h i n e t r e a t m e n t w e r e e x a m i n e d w it h t hi n b r a i n sli c e s o f g u i n e a pi g s .

B o t h m o rp h i n e ( P a g O n i st) a n d e n k e p h ali n s (∂
-

ag O n i s t) , S u C h a s D - A l a
2

- M e t
5

-

e n k e p h ali n a m id e

匝A M A ) a n d D - A l a
2

-

D - Le u
5

- e n k e p h ali n ( D A D L) , S u P P r e S S e d fi e l d p ｡ t e n ti a l s i n t hi n B S T s e cti ｡ n S

eli c it e d i n vi t r o b y a si n gl e s h o c k t o t h e s t ri a t e r m i n ali s . S i n gl e c e 11 d is c h a rg e s w e r e r e c o r d e d

e x t r a c ell ul a rl y f r o m si x t y
-t W O B S T n e u r o n s al t o g e t h e r ･ O f t h e s e n e u r o n s, t W e n t y

-

Si x w e r e

S u P P r e S S e d b y m o r p hi n e a n d D A M A I Si x w e r e o n l y b y m o r p h i n e a n d t h r e e w e r e o n l y b y D A M A .

T h e s e r e s ul t s s h o w e d t h a t a c o n sid e r a b l e a m o u n t o f n e u r o n s ( 7 5 % o f o p i a t e s e n siti v e n e u r o n s) i n

t h e B S T c ar ri e d b o t h p a n d 6 r e c e p t o r s , W h i c h a r e e n t iti e s d if f e r e n t f r o m e a c h o t h e r . T h r e e d a y s

a ft e r m o r p hi n e p e 11 e t i m p l a n t a ti o n , g u i n e a p i g s w e r e r e n d e r e d t ol e r a n t t o m o r p h i n e a n d E C s o
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(t h? C O n C e n t r a ti o n r e q u i
r e d f o r m o r p h i n e t o c a u s e 5 0 % o f t h e m a x i m al e ff e c t) w as 7 9 p M ,

n e a rl y si x ti m e s t h e v al u e i n t h
e c o n t r ol a n i m al s ( E C 5 0

=

1 3 p M ) . T h e s e r e s u lt s s h o w e d t h at

t o l e r a n c e t o m o rp hi n e c o u l d b e o b s e r v e d i n t h e t h i n B S T s e cti o n s a n d t h at t h e t h i n B S T s e c ti o n s

w e r e o n e o f t h e v al u a b l e m o d el s t o el u ci d a t e t h e m e c h a ni s m o f d e v el o p m e n t o f t ol er a n c e t o

m o r p hi n e i n t h e c e n t r al n e r v o u s s y st e m . N o sig n i fi c a n t c h a n g e s o c c u r r e d i n s e n siti vit y t o e n
-

k e p h ali n s t h r e e d a y s a
ft e r i m p l a n t ati o n o f m o r p h i n e p ell e t s . T hi $ i n d i c at e d t h a t n o cl o s s

･ t Ol e r a n c e

d e v el o p e d b e t w e e n m o r p h i n e a n d e n k e p h al i n s . A d d iti o n all y , S e n Siti v it y t o n or e p l n e P h ri n e ,

a p u t a ti v e i n h i b it o r y t r a n s m itt e r i n B S T , W a S n O t C h a n g e d .
R e v e r sib ilit y o f m o rp h in e t o l e r a n c e

w a s e x a m i n e d b y p ell e t r e m o v al o n t h e t h i r d d a y a ft e r i m p l a nt a ti o n . A ft e r p e11 e t r e m o v al,

t o l e r a n c e t o m o r p h i n e w a s g r a d u all y l o st a n d t h e ti s s u e r e g ai n e d n o r m al s e n siti v it y t o m o r p h i n e

( E C 5 0 = 1 9 p M ) w it h i n f o u rt $ e n d a y s . C h a n g e s i n r e c e p t o r c h a r a c t e ri sti c s o f t h e B S T fr o m m o ト

p h i n e
-t O l e r a n t g u i n e a p i g s w e r e e x a m i n e d b y r a d i o r e c e p t o r a ss ay b y u si ng [

3
H トdi h y d r o m o r p h i n e

a s a lig a n d , b u t t h e bi n d i n g c a p a ci ty w a s n o t s t a ti sti c al 1 y d iff e r e n t b et w e e n tll e C O nt r OI s a n d

m o rp hi n e
- t O l e r a n t g u i n e a p ig s . T h e s e r e s ul ts i n d i c at e t h at m o rp hi n e t ol e r a n c e c an n O t b e e x

-

P l ai n e d b y c h a n g es i n t h e n u m b e r a n d a ffi n it y o f o p i at e r e c e p t o r s . T o l e r a n c e p r o b a b l y r e s u lt s

f r o m m o d i fi c at i o n o f t h e m e c h a n i s m m e d i a ti n g r e c e p t o r a cti v ati o n a n d s u c c e s si v e n e u r o n al

i n h i b it o ry e f f e c t o f m o r p hi n e .


