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研究成果の概要（和文）：3種のペプチダーゼ阻害剤(PIs)(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミドン)非存
在下と存在下いずれにおいてもシアロルフィンはメチオニンエンケファリン(ME)の輸精管運動への抑制効果を増
強した。ラットの髄腔内投与したシアロルフィンはPIs存在下においてもMEの鎮痛効果を増強した。ラジオリガ
ンド受容体結合アッセイの結果、シアロルフィンはμ受容体選択的アゴニストDAMGOの結合親和性や最大結合能
に影響を与えなかった。本研究結果よりシアロルフィンにはμオピオイド受容体の結合親和性に影響せずに、μ
オピオイド受容体の内活性を増強することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Differences were compared among combinations of three chemical peptidase 
inhibitors (amastatin, captopril, and phosphoramidon). The ratio of potencies of methionine 
enkephalin (ME) in mouse vas deferens pretreated with both sialorphin and a mixture of the three 
peptidase inhibitors (PIs) was higher than that with the mixture of peptidase inhibitors alone at 
any dose. Intrathecal administration both sialorphin and the mixture of three PIs produced an 
approximately 100-fold augmentation in ME-induced antinociception, but without signs of toxicity 
such as motor dysfunction in rats. Radioligand receptor binding assay revealed that sialorphin did 
not affect either binding affinity or maximal binding capacity of DAMGO. These results indicate that
 sialorphin potentiates the effects of ME without toxicity by a mechanism other than peptidase 
inhibition and with no effect on its affinity to mu-opioid receptors. 

研究分野： 麻酔科学

キーワード： シアロルフィン　オピオイド受容体　鎮痛　アロステリックモデュレーター
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果よりシアロルフィンにはμオピオイド受容体の結合親和性に影響せずに、μオピオイド受容体の内活
性を増強し、内因性オピオイオドペプチドの効力を増強する機能を有することが示唆された。 すなわち、シア
ロルフィンのようなオピオイド受容体アロステリックモジュレーターを用いることで、オピオイドの鎮痛効果増
強→オピオイド使用量減量→オピオイドの有害作用を軽減→オピオイドを長期間安全に使用が可能、という新た
な慢性疼痛治療法を創出できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  内在性オピオイドペプチドは主に 3 種のペプ
チ ド 分 解 酵 素 、 す な わ ち
endopeptidase-24,11(NEP), aminopeptidase 
(APN), dipeptidylcarboxypeptidase (DPP)に
よって加水分解される。申請者らは、in vivo 実
験、in vitro 実験において３種のペプチド分解
酵素阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホス
ホラミドン)により内在性オピオイドペプチド
の加水分解がほぼ完全に阻止されることから、
内在性オピオイドペプチドはペプチド分解酵素
によりその活性が調節されていることを明らか
にしている。ラット顎下腺より抽出されたシア
ロルフィンは 5 アミノ酸のペプチド(QHNPR)
で、オピオイドペプチド分解酵素の NEP, APN
の内因性阻害物質と報告された(Rouget, et al., 2003)。しかし、その詳しい性状については不
明である。我々はこれまでに 3 種のペプチダーゼ阻害剤 (アマスタチン、カプトプリル、ホス
ホラミドン)が各種オピオイドペプチド(メチオニンエンケファリン、ロイシンエンケファリン、
ダイノルフィンなど)の加水分解をほぼ完全に阻害すること、鎮痛効果を増強すること、などを
明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではメチオニンエンケファリンに対するシアロルフィンの ex vivo、in vivo, in vitro へ
の効果を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ex vivo: 
δ-，μ-，κ-オピオイド受容体優位の摘出マウス輸精管標本の電気刺激による収縮に対するメ
チオニンエンケファリンの抑制割合について IC50 の値を求め、Ratio of potency で表した。 
(2)in vivo: 
Yaksh らの方法に従い、7週齢 Wistar 系雄性ラットラットの髄腔内へ胸腰部レベルに頭側から
尾側へ留置カテーテルを挿入し、明らかな運動麻痺などが観察されなかったラットを実験に供
試した。薬液投与後に 55℃の温水にラットの尾を浸し、Tail-flick response までの潜時を測
定した。アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミドンならびにシアロルフィンを様々な組み
合わせで調整したオピオイドペプチド分解酵素阻害混合物で前処理し、Tail Flick 法を用いて
ME による抗侵害を評価した。 
(3)in vitro: 
[D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-Enkephalin (DAMGO)をトレーサーとしたμ受容体に対する結合
親和性試験を行い、 DAMGO の結合親和性(Kd)または最大結合能(Bmax)に対するシアロルフィン
の効果について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ex vivo 
シアロルフィン単独(1x10-6 M–2x10-4M)を前処理した結果、MEの輸精管運動への抑制効果を用量
依存的に増強した。PI(各 1x10-6 M)任意の組み合わせにおいても、シアロルフィン(1x10-4M)は
ME の輸精管運動への抑制効果を増強した。3 種のペプチダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプ
リル、ホスホラミドン; 各 5x10-6 M)存在下でシアロルフィン (1x10-4, 2x10-4M)は用量依存的
に ME の輸精管運動への抑制効果を増強した。3 種のペプチダーゼ阻害剤がそれぞれ標的とする
ペプチダーゼを完全に阻害するペプチダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミ
ドン; 各 2x10-5 M)存在下においてもシアロルフィン (2x10-4M)はメチオニンエンケファリンの
輸精管運動への抑制効果を増強した。これらの実験より、シアロルフィンはペプチダーゼ阻害
作用以外の作用によりメチオニンエンケファリンの輸精管運動への抑制効果を増強することが
示唆された。 
(2) in vivo 
3 種のペプチダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミドン)非存在下において、
シアロルフィン（400nmol）髄腔内投与はメチオニンエンケファリン（3nmol）誘発性の抗侵害
作用を増強しなかった。3 種のペプチダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミ
ドン; 各 10nmol)存在下において、シアロルフィン（100～400nmol）髄腔内投与はメチオニン
エンケファリン（3nmol）誘発性の抗侵害作用を有意かつ用量依存的に増強させた。シアロルフ



ィン非存在下でのペプチダーゼ阻害剤（各 10 nmol）の任意の 2 つの組み合わせによる抗侵害
作用の程度は、シアルロフィン（200 nmol）の存在下のどの場合よりも小さかった。シアロル
フィン（200 nmol）と 3種のペプチダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミド
ン; 各 10nmol)の混合物を前処理すると、メチオニンエンケファリン（10 nmol）誘発性の抗侵
害作用が約 100 倍に増強されたが、運動機能障害などの毒性は認められなかった。3 種ペプチ
ダーゼ阻害剤(アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミドン; 各 10nmol)存在下において、シ
アロルフィン（200, 400nmol）髄腔内投与によるメチオニンエンケファリン（3nmol）誘発性の
抗侵害作用はオピオイド受容体非選択的アンタゴニスト naloxone、μ-オピオイド受容体選択
的アンタゴニスト D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2 (CTOP)、δ-オピオイド受容体
選択的アンタゴニスト naltrindole により有意に拮抗された。また、3 種ペプチダーゼ阻害剤
（アマスタチン、カプトプリル、ホスホラミドン;各 10nmol）存在下において、シアロルフィ
ン（400nmol）髄腔内投与によるメチオニンエンケファリン（1nmol）誘発性の抗侵害作用に対
する増強作用は、μ-オピオイド受容体サイレントアロステリックモジュレーター(BMS-986124, 
1-5 nmol)髄腔内投与により減弱された。これらの実験より、シアロルフィンはペプチダーゼ阻
害作用以外の作用によりメチオニンエンケファリンの輸精管運動への抑制効果を増強すること、
μ-オピオイド受容体ポジティブアロステリックモジュレーターとして機能することが示唆さ
れた。 
(3)in vitro: 
ラジオリガンド受容体結合アッセイの結果、シアロルフィンはμ受容体選択的アゴニスト
DAMGO の結合親和性や最大結合能に影響を与えなかった。 
 
本研究結果よりシアロルフィンにはμ
オピオイド受容体の結合親和性に影響
せずに、μオピオイド受容体の内活性を
増強し、内因性オピオイオドペプチドの
効力を増強する機能を有することが示
唆された。 すなわち、シアロルフィン
のようなオピオイド受容体アロステリ
ックモジュレーターを用いることで、オ
ピオイドの鎮痛効果増強→オピオイド
使用量減量→オピオイドの有害作用を
軽減→オピオイドを長期間安全に使用
が可能、という新たな慢性疼痛治療法を
創出できると考える。 
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