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論　　文　　の　　要　　旨

　ニューロキニンA（NKA）及びニューロキニンB（NKB）は豚脊髄より単離同定されたア

ミノ酸10個よりなる所謂タヒキニンペプチドである。タヒキニンペプチドはC末端側にI一巫一

Phe一㎜一G1y－Le巫一Met－NH。という共通した配例を持つ一群のペプチドであり，平滑筋

収縮，唾液分泌，血圧低下，及び新生ラット脊髄脱分極等の作用を持っている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亙　　u　　皿

Ne雌okininA　　　　　　　副s－Lys’Thr－Asp－Ser－Phe－Va1－G1y－Leu－Met－NH2

Ne雌okinip　B　　　　　　Asp－Met－His－Asp■Phe－Phe－Va1－G1y－Le独一Met－N距

Substance　P　　　　Arg－Pro－Lys■Pro－GIn－G1n－Phe－Phe－G1y－Le皿一Met－NH2

　本研究の目的は，SP－Pタイプの受容体を持つモルモット回腸縦走筋（GP1），及びSP－

Eタイプの受容体を持つ，ラット輸精管（RVD）とラット十二指腸縦走筋（RDN）を用い，ニュー

ロキニン（NKs）の構造活性相関の研究を行い，それぞれのアミノ酸の活性発現時の役割や活

性型コンホメーションを調べ，受容体の解析を行うとともに，アンタゴニストの合成やドラッグ
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デザイン等の開発の可能性を検討することにある。

　本研究ではペプチドは総て固相法により合成が行われた。高速液体クロマトグラフィー（服LC）

で精製後6N塩酸で加水分解しアミノ酸分析により組成を調べ，またアミノペプチダーゼM，及

びカルボキシペプチダーゼP分解物のアミノ酸分析によりアミノ酸配列が確認された。合成ペプ

チドは艀LCで総て単一のピークを示し高純度のものが得られた。筋収縮は，タイロード液（5

臓1）を満たしたマグヌス管に筋をトランスドユーサーで固定し増幅機を通して記録した。マグ

ヌス管は37度に保ち常時95％02／5％C02で飽和した。GP夏，RDNはペプチドによる筋の直接

の収縮を、RVDは筋を電気刺激しペプチドによる収縮の増加をみた。

　合成NKsを用いて筋収縮活性を調べたところ，SP－P受容体を持つGP1に対してNKA，

NKBのECぬそれぞれ9．9nM，4．8nMでSP（2．2nM）のそれぞれ15％，40％の活性しか持

たなかった。しかもSPの最大収縮はNKsの80％しかなく，GPIはNKsとSPは異なる受容体と

作用していることが確認された。SP－Eである艮VD及びRDNに対するEC。。はNKA1．7舳，

NKB3．2nMでSP（674nM）より40－400倍強い活性を示した。このことによりNKsはSP－

E受容体に対する内因性のアゴニストと考えられた。そのため主にRDNとRVDのSP－Eタ

イプの組織においてNK－AとNKBの構造活性相関の研究が行われた。まず最小活性フラグメ

ントを調べるため，N末端よりアミノ酸を一つずつ欠いたC末フラグメントを合成し，RDN，

RVD，GPIの収縮活性が調べられた。

　GP亙では，NKA，NKB，ともC末端ヘキサペプチドまで活性を維持するがNKA　（NKB）5に

なると活性はなくなった。RVDとRDNはC末端ヘプタペプチドまで活性を維持するがAsp4が

取れたC末端ヘキサペプチドになると活性を喪失する。これよりRVDとRD－Nに存在する受

容体は同じか，或いは非常によく似たものであることが示唆された。またRVDでは測定できて

いないが，㎜NにおいてはAsp4が取れても最大収縮が変化しないことからAsp遂は受容体に対して

親和性を高めていると考えられた。NKA7とNKB7を比較すると，NKA7の方が活性が高

いことより賄e5（NKB）よりはSer5（NKA）の方が受容体に対して親和性が高く，この2残

基の違いがNKA，NKBの活性の強さに影響していることが示唆された。これはNKsのN末端3

残基を総てA1aに代えた場合，NKAの方がNKBより強い活性を示したことからも確認され

た。GPIでは逆にNKBフラグメントの方が活性が高く，この筋に存在するNKsの受容体は

RDNに存在する受容体と異なることが示唆された。さらにNKsのN末端3残基が存在する方

が，RDN，GPI共に活性は高く，さらにN端3残基をA1aに変えたNKsのアナログは天然の

NKsと同等の活性を持っているため，N端残基は受容体と直接作用するのではなく，分子のC

端側の構造を安定化し受容体と結合し易くしていると考えられた。

　C末端フラグメントの実験ではNKsのAsp（I）とVa1（至n）が受容体の認識に寄与してい

るかどうかはわからなかった。これを調べるためにNKsのAsp4とVa17をSPのアミノ酸に対応

するG1nとPheに置換したC末端ヘプタ誘導体を合成し，RDNとGP夏で活性が調べられた。
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その結果，艮DNではNKsあるいはSPはAsp（I）一Va1（HI）の組み合わせが最も活性が強

く，SP－E型の受容体はこの2残基を認識していることがわかり，NKsが盈DNのSP－Eタ

イプ受容体の内因性アゴニストであることがさらに強く示唆された。GHにおいてNK。はAsp

（1）一Val（111）とG1n（I）一Phe（111）の組み合わせが共に同程度の活性を示したことに

より2種類の受容体の存在がさらに確認された。一つはSPC末端ヘプタペプチド（SP7）が

非常に高活性であることから，SP7の構造に特異的な受容体であり，もう一つはNKsに対す

るものでN端部のアミノ酸総てが高活性に必要である。

　C末端より5残基目のPheはすべてのタヒキニンに共通なアミノ酸であり，受容体との結合

に最も重要であることが分かっている。またC末端アミドも活性発現には重要である。このこと

はNKsでDSAV及びNKA一○Hを用いて確認された。

　NKsやSPはどの様な形で受容体と相互作用しているかを調べることはアンタゴニスト等を

合成する上で有益である。SPはC末端がヘリックス構造を取り易いことが核磁気共鳴や円偏光

二色性の研究から知られていた。そのためSP及びNKsのC末端より3残基目のG1yをα一ヘ

リックスを壊すProやSarに置換したアナログ及びα一ヘリックスを安定化するA1aに置換した

アナログを合成し艮DNとGPIで活性を測定した。Pr08－NKs，Sar8－NKsはRDNで活性が低

下しAla8－NKsでは活性が低下しなかった。このことによりNKsはRDNの受容体と結合する

とき，C末端側は特異的なコンホメーションを取っていることが示唆された。特にSar8－NKs

で活性が低下することにより，8位G1yのアミドプロトンは分子内での水素緒合を形成してい

ることが示唆された。GP互では，ProやSar置換NKsアナログ及びSPアナログは活性が低下し

なかった。すなわちGP互では，少なくともC末端側はヘリックス構造の様な形では受容体と結

合しないと考えられる。先にGP互に2種類のタヒキニン受容体が存在することが示されたが，

Pr08－NKs及びSar8－NKsは活性が低下しないことから，GP1に存在するNKs受容体はRDN

に存在するものと異なることがここでも示唆された。

　以上より，RDNに存在するSP－E受容体では，NKsはAsp（工）一Va1（HI）により認識

され，C末端アミドより親和性が更に高められ，Phe6より収縮が引き起こされると考えられる。

またC末端部はα一ヘリックス様の特異的なコンホメーションをとっていることが示唆された。

一方GPIには少なくとも2種類の受容体が存在する。1つはNKsに対する受容体でAsp（亙）

一Va1（m）の組み合わせとN末端3残基が高活性を現すのに必要である。もうユつはSPに対

するものでSP7の配列に非常に特異的である。2つの受容体ともタヒキニンがC末端部に特異

的なコンホメーションをとる必要はない。この点でRDNのSP－Eタイプ受容体とは異なる。

またどちらの受容体に対してもPhe6（SPではPhe7）とC末端アミドは必要である。

　これらの情報から著者はNKsがRDNのSP－Eタイプの受容体と，SPがGPIのSP－Pタ

イプの受容体と相互作用するときのモデルを提示した。
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審　　査　　の　　要　　旨

　ニューロキニンA，及びBは新しく発見されたペプチドであるため，ここで得られたニューロ

キニンに関する結果は総て新しいものである。本論文では構造活性相関の研究により，ニューロ

キニン及びサブスタンスPの構成アミノ酸の役割を明確にするとともにタヒキニン受容体の分類

を行っている。

　本研究に使用されたペプチド誘導体は市販されていないため総て合成されている。従って，合

成から精製，構造確認，定量までかなりの時聞と労力が費やされている。

　ニューロキニンが発見される以前から他のタヒキニンペプチドに於いて構造活性相関の研究は

行われていたが，このように構成アミノ酸の役割を明確に示し，またSP－P及びSP－E受容

体の性質の解明を行った報告は今までに無く本論文が初めてである。

　ニューロキニンの様な比較的小さなペブチドに活性部位，受容体認識部位，及び親和性部位が

存在することが明確に示された例は無く，その点において重要な結果が得られている。ペプチド

の構成アミノ酸の活性発現時における役割がわかるとアンタゴニストやさらに強い活性を持つア

ゴニストペプチドの開発を行うことができ，またタヒキニン受容体の分類等が可能となることは

充分に考えられることである。特に，最近ニューロキニンとサブスタンスPが線条体などある種

の組織では一つの神経細胞に存在することがわかっており，そこでのそれぞれの作用を調べる

ためには受容体選択性のアンタゴニストが必要になることは明白である。

　本研究では活性測定のみ行われているが，各ペプチドの筋組織との結合実験を行うことも可能

であり今後検討の余地がある。またラット輸精管に存在するSP－Eタイプの受容体がラット十

二指腸に存在するものと同じものかどうかについてはさらに明らかにする必要がある。

　将来，この研究から得られた情報のみならず合成されたペプチドが申枢でのタヒキニンの作用

や受容体の研究に利用されることが期待できる。

　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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