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第１章 序論 

 

 

第１節 タキキニンおよびタキキニン受容体 

 

タキキニンはC末端構造にPhe-X-Gly-Leu-Met-NH2を有する一群の

ペプチドの総称である．哺乳類に存在する主要なタキキニンはサブ

スタンス P，ニューロキニン A およびニューロキニン B であり，サ

ブスタンス P は前駆体ペプチドであるα-，β-，γ-プレプロタキキ

ニン-A から，ニューロキニン A はβ-，γ-プレプロタキキニン-A か

ら，ニューロキニン B はプレプロタキキニン-B から生成される

（Otsuka and Yoshioka, 1993）．生体内の存在量はサブスタンス P が最

も多く，ニューロキニン A はサブスタンス P の半分程度，ニューロ

キニン B はサブスタンス P の 1/10 以下である（Otsuka and Yoshioka, 

1993）．サブスタンス P，ニューロキニン A およびニューロキニン B

は中枢神経系および末梢組織に存在しており，神経伝達物質または

神経修飾物質として働く（Otsuka and Yoshioka, 1993; Maggi et al. 1993; 

Chahl, 2006）．その作用はタキキニン NK1，NK2および NK3と呼ばれ

る受容体を介して発現する．これら３つのタキキニン受容体すべて

に対してサブスタンス P，ニューロキニン A およびニューロキニン B

は作動薬として作用するが，それぞれの受容体に対して異なる親和

性を有している（Otsuka and Yoshioka, 1993; Regoli et al. 1994）．サブ

スタンス P は NK1受容体に対して高い親和性を有しており，ニュー
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ロキニン A およびニューロキニン B はそれぞれ NK2および NK3受容

体に高い親和性を有している．タキキニン受容体は 350 から 500 ア

ミノ酸から成る 7 回膜貫通型 G タンパク質共役受容体であり

（Nakanishi, 1991），タキキニンのC末端配列を認識する（Chahl, 2006）．

タキキニンが受容体に結合すると共役している Gq が活性化され，ホ

スホリパーゼ C（PLC）が活性化される．PLC はホスファチジルイノ

シトール２リン酸（PIP2）をイノシトール３リン酸（IP3）とジアシ

ルグリセロール（DAG）に加水分解する．IP3は細胞内の Ca2＋ストア

から Ca2+を放出させ，DAG はプロテインキナーゼ C（PKC）の活性

化を介して細胞膜上の L 型カルシウムチャンネルを開口させ，Ca2+

を流入させる（Khawaja and Rogers, 1996）．各受容体の分布はオート

ラジオグラフィーや免疫組織化学的検査により調べられており，NK1

受容体は中枢神経系および末梢組織に，NK2受容体は主として末梢組

織に，NK3受容体は主として中枢神経系に分布していることが知られ

ている（Otsuka and Yoshioka, 1993）． 

 

第２節 タキキニン NK1受容体と疾患 

 

タキキニン NK1 受容体は，げっ歯類においては回腸，大腸，耳下

腺，顎下腺，膀胱，皮膚といった末梢組織と中枢神経系（前頭皮質，

運動皮質，感覚野，視覚野，嗅皮質，嗅内皮質，線条体，側坐核，

中隔，視床前腹側核，視床前背側核，視索上核，扁桃体，視床，腹

側視床下部，海馬歯状回，海馬 CA1-3 領域，不確帯，黒質，弧束核，
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上丘，下丘，脚間核，中脳水道周囲灰白質，背外側中脳水道周囲灰

白質，手綱核，背側縫線核，小脳，脳幹，脊髄など）に分布してい

る（Otsuka and Yoshioka, 1993; Mantyh et al. 1989）．最近，ヒト死後脳

を用いたオートラジオグラフィーも行われており，高密度な

[125I]substance P の結合が上オリーブ核，尾状核，被殻，側坐核，対角

帯核，中隔，青斑核，海馬歯状回および中脳水道周囲灰白質に，中

密度の結合が前頭皮質，視覚野，側頭皮質，前頭前野，縫線核，扁

桃体，嗅内皮質および海馬 CA1-CA3 領域に，弱い結合が腹外側視床

および小脳に認められることが報告された（Rigby et al. 2005）．した

がって NK1 受容体はヒトの中枢神経系においてもげっ歯類とほぼ同

様の分布をしていると考えられる． 

中枢神経系に広く発現している NK1 受容体は，種々の行動，内分

泌および自律神経機能に関与しており，その内因性リガンドである

サブスタンス P とともに侵害受容，情動（不安や抑うつ）および嘔

吐などへ関与することが示唆されている（Alvaro and Di Fabio, 2007）． 

サブスタンス P は一次求心性繊維に存在し（Hökfelt et al. 1975（a）; 

Hökfelt et al. 1975（b）），脊髄後角ニューロンを興奮させること

（Murase and Randić,1984），機械的刺激や熱刺激による脊髄の侵害受

容反射を増大させること（Wiesenfeld-Hallin, 1986），動物に疼痛関連

行動を誘発させること（Hylden and Wilcox, 1981）が報告されている．

情動に関わる脳部位（前頭前野，中隔野，側坐核，海馬，扁桃体，

縫線核，青斑核など）にもサブスタンス P が存在しており（Roberts et 

al, 1984; Menetrey and Basbaum , 1987），情動の制御に関与する神経伝
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達物質（セロトニン，ノルアドレナリン，ドーパミン，GABA，グル

タミン酸，アセチルコリンなど）と共存している（Hökfelt et al, 1976; 

Gale et al. 1978; Mai et al. 1986; Caberlotto et al. 2003）．またヒトにおい

てサブスタンス P は嘔吐中枢の一部である弧束核に高発現している

（McRitchie and Törk, 1994）． 

NK1 受容体拮抗薬の薬理作用も種々の評価系を用いて検討されて

いる．NK1受容体拮抗薬は疼痛の動物モデルにおいて鎮痛作用を示す

（Lembeck et al. 1981）．また背側縫線核のセロトニン性ニューロンや

青斑核のノルアドレナリン性ニューロンの神経発射を増加させ

（Haddjeri and Blier, 2001; Millan et al. 2001; Santarelli et al. 2001; Gobbi 

et al. 2007），抗不安様作用および抗うつ様作用を示す（Ebner and 

Singewald, 2006）．種々の嘔吐モデルにおいて抗嘔吐作用を示すこと

も報告されている（Gardner et al. 1995）． 

このように NK1 受容体拮抗薬は様々な疾患の新規治療薬となる可

能性が示唆されているため，薬理学的にも薬物動態学的にもより優

れた化合物を求めて，多くの製薬企業によって新規 NK1 受容体拮抗

薬の開発が進められてきた（Alvaro and Di Fabio, 2007）．最初の NK1

受容体拮抗薬はサブスタンス P の配列を基にした合成展開により見

出されたペプチド性化合物であった．しかしながらペプチド性化合

物は，複雑な化学構造，低い代謝安定性および生物学的利用率が医

薬品としての弱点となり，その後は非ペプチド性化合物の開発が進

められた（Quartara and Altamura, 2006）．1991 年に初の非ペプチド性

NK1受容体拮抗薬が創製され（Snider et al, 1991），それまでは不可能
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であった経口投与が可能となり，痛み（神経因性疼痛や頭痛など），

大うつ病，社会恐怖，尿失禁および癌化学療法誘発嘔吐を適応症と

した臨床試験が実施されてきた．NK1受容体拮抗薬は，痛み（Rupniak 

and Kramer, 1999）および大うつ病（Keller et al. 2006）を適応症とし

て行われた臨床試験では期待された効果を示さなかったが，少人数

の社会恐怖患者（Furmark et al. 2005）や切迫性尿失禁を伴う過活動性

膀胱患者（Green et al. 2006）を対象として実施されたパイロットスタ

ディーでは症状を改善したことが報告されている．うつ病，不安障

害および過活動性膀胱を適応症とした NK1 受容体拮抗薬の開発は現

在も続けられており，大規模臨床試験による有効性の検証が待たれ

る． 

一方，癌化学療法による嘔吐を適応症とした臨床試験では，Merck

社によって開発された NK1 受容体拮抗薬であるアプレピタントの制

吐作用が確認された．5-HT3受容体拮抗薬とステロイドの併用による

標準的治療を受けた患者群に比べ，標準的治療法にアプレピタント

の投与が追加された患者群では嘔吐の発症が少ないことが二つの大

規模臨床試験で示されたのである（Hesketh et al. 2003; Poli-Bigelli et al. 

2003）．この結果に基づき，アプレピタントは癌化学療法の初期及び

反復期に副作用として起こる急性および遅発性の悪心・嘔吐の予防

に他の制吐薬と併用する薬剤として FDA に承認された．  
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第３節 癌化学療法により誘発される嘔吐 

 

 嘔吐反応は，延髄最後野や弧束核を中心とする嘔吐中枢の興奮に

よって起こる食道上部の弛緩と腹部内圧の上昇によって胃内容物を

吐出する反応である．この反応は有害物質を体外に排出するという

防御反応であるが，一方で妊娠中のつわり，動揺病，精神的・心理

的な刺激，脳圧亢進，消化器疾患が原因で起こる防御反応とはいえ

ないものも多数ある．さらに全身麻酔後にみられる術後悪心・嘔吐

や医薬品の副作用としての悪心・嘔吐もある．医薬品の副作用とし

ての悪心・嘔吐のなかで最も嘔吐の程度や頻度が激しいものは癌化

学療法によるものである． 

癌化学療法による副作用の中でも，悪心・嘔吐は出現頻度が高く，

患者に最も嫌われている症状である．強い悪心・嘔吐は代謝不均衡

や自己管理および生活機能低下，栄養不良，食欲不振，創傷離開，

食道断裂などを招き，患者の一般状態および精神状態を低下させ，

抗癌治療の中止にもつながりかねないものである（NCCN (National 

Comprehensive Cancer Network；米国包括癌センターネットワー

ク) Clinical Practice Guidelines in Oncology –Antiemesis. v.2.2009）． 

抗癌剤による嘔吐は急性嘔吐，遅発性嘔吐，予測性嘔吐，突出性

嘔吐および難治性嘔吐の５つに分類される（Navari and Province, 

2006）．急性嘔吐は抗癌剤投与後 24時間以内に発現する嘔吐であり，

遅発性嘔吐は抗癌剤投与 24 時間後以降に発現する嘔吐，予測性嘔吐

は抗癌剤投与前に認められる嘔吐（前回治療時に嘔吐を経験した患
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者に多い）である．突出性嘔吐は適切な制吐剤の投与を受けている

にもかかわらず発現する嘔吐である．難治性嘔吐は化学療法時に制

吐療法を施行したがコントロール不良で，次の化学療法施行時にお

いても制吐剤を処方したにもかかわらず発現する嘔吐である．これ

ら５つの嘔吐のうち，急性嘔吐については以下に示す機序によって

発現することがほぼ明らかとなっている；すなわち，生体内の 5-HT

の約 90%が合成・貯蔵される消化管粘膜が抗癌剤の影響を受け，エ

ンテロクロマフィン細胞から 5-HT を遊離する．その結果，求心性迷

走神経末端の 5-HT3受容体が刺激され，延髄にある嘔吐中枢を介して

嘔吐が誘発される，というものである（Cubeddu et al. 1990; Fukui et al. 

1992; Fukui et al. 1993）．遅発性嘔吐の発現機序はいまだ十分には解明

されていないが，消化管運動や血液－脳関門の障害，副腎ホルモン

や抗癌剤の代謝物の蓄積などが関与する可能性が示唆されている

（Roila et al. 2002）．予測性嘔吐は以前に受けた化学療法により急性

または遅発性嘔吐を経験したことにより起こる古典的条件付け反応

と考えられている． 

継続して起こる難治性嘔吐は治療により好転させるのが困難であ

ることから，突出性嘔吐はしばしば臨床的難題となっている．一般

に悪心・嘔吐は治療よりも予防がはるかに容易である．治療の各サ

イクルにおいて最適な制吐剤療法を使用して嘔吐の発現を予防する

ことは予測性嘔吐の抑制にもつながる（NCCN Clinical Practice 

Guidelines in Oncology –Antiemesis. v.2.2009）．抗癌剤誘発嘔吐に対す

る制吐療法として，1980 年代から 1990 年代前半まではドーパミン
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D2 受容体拮抗薬であるメトクロプラミドの大量投与やメトクロプラ

ミドとステロイドの併用療法が用いられていた．しかし，D2 受容体

拮抗作用に基づく錐体外路症状や鎮静作用が出現することに加え

（Kris et al. 1983），制吐作用も不十分であった．その後，メトクロプ

ラミドが高用量では 5-HT3 受容体拮抗作用を示すことが報告された

（Gralla et al. 1981）．この報告に基づき，選択的 5-HT3受容体拮抗作

用を有する化合物が副作用のない制吐剤となりうることが期待され

るようになり，開発が進められた．その結果，1990 年代半ばにはオ

ンダンセトロンなどの 5-HT3受容体拮抗薬が承認・発売され，5-HT3

受容体拮抗薬とステロイドとの併用療法が標準的治療法となった．

5-HT3 受容体拮抗薬は D2 受容体拮抗薬に比べて副作用が少なく，急

性嘔吐に対しては高い有効率を示した．しかし遅発性嘔吐に対する

抑制作用は不十分であった（Aapro, 2005）．そのため遅発性嘔吐に対

しては，5-HT3受容体拮抗薬にステロイドおよびメトクロプラミドを

併用する 3 剤併用療法が推奨されてきた．しかしながら最近になっ

て，NK1受容体拮抗薬であるアプレピタントの遅発性嘔吐に対する有

効性が臨床試験において示された（Hesketh et al. 2003; Poli-Bigelli et al. 

2003）．アプレピタントは日本ではいまだ承認されていないが（承認

申請中），欧米ではすでに臨床で使用されている．米国包括がんセン

ターネットワーク（NCCN）のガイドラインは，遅発性嘔吐の予防

にはステロイド，5-HT3受容体拮抗薬およびアプレピタントの 3 剤併

用療法を用いることを推奨している（NCCN Clinical Practice 

Guidelines in Oncology –Antiemesis. v.2.2009）． 
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第 4 節 NK1受容体拮抗薬の抗嘔吐作用 

 

 嘔吐発現への NK1 受容体の関与は，カプサイシン類縁体である

resinferatoxin の抗嘔吐作用が中枢においてサブスタンス P を枯渇さ

せることによるものである，と報告されたことから注目されるよう

になった（Andrews and Bhandari, 1993）．NK1受容体の内因性リガン

ドであるサブスタンス P は，フェレットやイヌに嘔吐を誘発させる

（Carpenter et al. 1984; Knox et al. 1993）．サブスタンス P は求心性迷

走神経の神経伝達物質であると考えられており（Diemunsch and 

Grélot, 2000），ヒトおよび動物において嘔吐中枢の一部である弧束核

にサブスタンス P 様免疫活性が認められる（McRitchie and Törk, 1994; 

Leslie, 1985; Dockray and Sharkey, 1986）．NK1受容体も弧束核，最後

野など嘔吐中枢を構成する部位に存在している（Baude and Shigemoto, 

1998; Watson et al. 1995）．また，in vivo オートラジオグラフィーで NK1

受容体拮抗薬であるCP-99994が弧束核のNK1受容体に結合すること

も示された（Watson et al. 1995）．ヒト脳では，経口投与されたアプレ

ピタントが NK1受容体に結合することがポジトロン断層法（PET） を

用いた研究により確認されている（Hargreaves, 2002）．フェレットの

脳幹スライス標本を用いた電気生理学的研究では，サブスタンス P

により誘発される弧束核ニューロンの発射が，NK1受容体拮抗薬によ

って抑制されることも示された（Saito et al. 1998）．さらに抗癌剤（シ

スプラチンやシクロフォスファミド），放射線，硫酸銅およびモルヒ

ネなどにより誘発される嘔吐を CP-99994 が抑制することが報告され
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（Bountra et al. 1993），NK1受容体拮抗薬の制吐剤としての可能性が

示された． 

化学療法誘発嘔吐の標準治療薬である 5-HT3受容体拮抗薬は，主と

して消化管の求心性腹部迷走神経末端に存在する 5-HT3 受容体への

セロトニンの結合を阻害することで抗嘔吐作用を発揮する．一方，

NK1受容体は消化管にも発現しているが，弧束核，最後野など嘔吐中

枢を構成する脳部位にも発現している．そこでフェレットへのシス

プラチン投与による誘発嘔吐モデルを用いて，NK1受容体拮抗薬の作

用部位に関する検討が行われた．NK1受容体拮抗薬は，弧束核近傍へ

の注入によりシスプラチン誘発嘔吐を抑制した．しかしながら末梢

性に投与された場合は，脳内移行性を有する化合物のみが嘔吐を抑

制した（Tattersall et al. 1996）．したがって NK1受容体拮抗薬は脳内，

特に嘔吐中枢における NK1 受容体を遮断することによって抗嘔吐作

用を発現することが示唆された． 

NK1受容体拮抗薬は，硫酸銅やモルヒネにより誘発される嘔吐およ

び抗癌剤により誘発される遅発性嘔吐など，5-HT3受容体拮抗薬では

抑制することができない嘔吐も抑制する．遅発性嘔吐の発現機序は

いまだ不明であるが，硫酸銅誘発嘔吐は胃粘膜刺激により反射的に

誘発されるものであり，モルヒネ誘発嘔吐は中枢のドーパミン受容

体へ作用することで誘発されるものである．NK1受容体拮抗薬がこの

ように種々の要因によって誘発される嘔吐を抑制することができる

のは，嘔吐中枢に存在する NK1 受容体を遮断することによって嘔吐

発現の最終共通路を抑制するからである，という仮説が提唱されて
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いる（Tattersall et al. 1996; Tattersall et al. 2000）． 
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第２章 本研究の目的 

 

 

タキキニン NK1 受容体は中枢神経系に広く発現しており，種々の

行動，内分泌および自律神経機能に関与している．薬理学的研究お

よび最近の臨床試験結果は，脳内の NK1 受容体を遮断することによ

り，抗嘔吐作用，抗うつ作用，抗不安作用が発現することを示唆し

ている．そのため，強力かつ選択的な NK1 受容体拮抗薬の開発が現

在も続けられている． 

NK1 受容体の内因性リガンドであるサブスタンス P は弧束核およ

び最後野において NK1受容体に結合し，嘔吐を誘発させる．また NK1

受容体拮抗薬は幅広い抗嘔吐活性を示し，制吐剤としての有用性が

注目されている．最近，Merck 社によって開発された NK1 受容体拮

抗薬アプレピタントは，これまでの標準的治療法では効果が不十分

であった癌化学療法により誘発される遅発性嘔吐にも有効であるこ

とが示された．  

我々は強力な NK1受容体拮抗作用および良好な脳内移行性を有す

る NK1受容体拮抗薬の創製を目的として合成展開を行い，新規 NK1 

受容体拮抗薬 T-2328（2-fluoro-4’-methoxy-3’-[[[（2S,3S）

-2-phenyl-3-piperidinyl]amino]methyl]-[1,1’-biphenyl]-4-carbonitrile 

dihydrochloride）を得た（Fig. 1）．本研究では，受容体結合試験やマ

グヌス試験などの in vitro 試験，脳内移行性の指標として汎用されて

いるスナネズミの foot tapping に対する抑制作用を観察する in vivo 試
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験を行い，T-2328 の薬理学的な特性を明らかにした．また，抗嘔吐

作用をフェレットのシスプラチン誘発嘔吐モデルを用いて検討し，

T-2328 の癌化学療法誘発嘔吐の治療薬としての有用性を検証した． 

Fig. 1   Chemical structure of T-2328 
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第 3 章 タキキニン NK1受容体拮抗薬 T-2328 の薬理学的性質 

 

 

第1節 本章の目的 

 

 本章では，T-2328 の NK1受容体に対する阻害作用および選択性を

受容体結合試験にて検討し，脳内移行性をスナネズミの foot tapping

を指標として検討した．さらに，フェレットを用いてシスプラチン

誘発嘔吐に対する T-2328 の抗嘔吐作用を検討した． 

 

第 2 節 材料および方法 

 

2.1 使用動物 

雄性スナネズミ（48-62 g; 日本 SLC，静岡）は群飼した．雄性フェ

レット（1.1-1.6 kg; Marshall Farms，North Rose，NY，USA）は単独飼

育した．動物は相対湿度 55±5％，12 時間照明（明期；7:00-19:00，暗

期；19:00-7:00）に維持された飼育室で，室温 23±2℃（スナネズミ）

または 25±1℃（フェレット）にて，飼料および水の自由摂取下で飼

育した．スナネズミには標準的な固形飼料（CRF-1，オリエンタル酵

母，東京）を，フェレットにはネコ用固形飼料（CS，オリエンタル

酵母）を与えた． 

すべての動物実験は「動物実験に関する日本薬理学会指針」およ

び「田辺製薬株式会社動物倫理委員会指針」に基づいて実施された． 
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2.2 タキキニン NK1受容体結合試験 

ヒトリンパ芽球腫由来の IM-9 細胞（大日本製薬株式会社，大阪）

を 10% fetal bovine serum（JRH，Lenexa，KS，USA）を含む RPMI1640

培地（岩城硝子株式会社，千葉）にて，37 度，95%O2，5%CO2 で培

養した． 

結合実験時には，細胞を Tris-HCl 緩衝液 A（50 mM Tris-HCl 

（pH7.4），150mM NaCl，3 mM MnCl2，0.02% BSA）で洗浄し，イン

キュベート用緩衝液（40 μg/ml bacitracin，4 μg/ml leupeptin，4 μg/ml 

chymostatin，4 μg/ml phosporamidom を添加した Tris-HCl 緩衝液 A）

で 8×106 cells/ml に再懸濁した．この細胞懸濁液 0.5 ml（4×106 cells）

に 0.3 nM [3H][Sar9, Met（O2）
11] substance P および各種濃度の T-2328

を添加して 60 分間室温で反応させた．非特異的結合の判定には 2 μM 

L-703,606（選択的 NK1受容体拮抗薬）を用い，総結合量から非特異

的結合量を減じることによって[3H][Sar9, Met（O2）
11] substance P の

特異的結合量を求めた．特異的結合量は総結合量の 85－95%であっ

た．遊離および結合[3H][Sar9, Met（O2）
11] substance P は，セルハー

ベスター（M-24R，Brandel Inc.，Gaithersburg，MD，USA）を用い，

予め 0.3% polyethylenimine を処置した GF/C glass filter（Brandel Inc.）

で吸引ろ過した後，3 ml の氷冷 Tris-HCl 緩衝液（除 0.02% BSA；pH 

7.4）で 2 回洗浄することにより，分離した．8 ml のクリアゾール I

（ナカライテスク，京都）を加え，液体シンチレーションカウンタ

ー（TRI-CARB4640 または 2200CA，Packard Instrument Co.，Meriden，

CT，USA）にてフィルター上の放射活性を測定した． なお，一連の
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実験は duplicate で行った． 

阻害定数（Ki）は統計ソフトウェア GraphPad Prism（Graphpad，San 

Diego，CA，USA）を用いて算出した． 

 

2.3 タキキニン NK2および NK3受容体結合試験 

 ヒト型 NK2受容体に対する T-2328 の作用については，ヒト型 NK2

受容体を安定発現させた CHO 細胞から調製された膜標品

（CRM033；NEN Life Science Products, Inc.，Boston，MA，USA）を

用いて検討した．10 μg protein の NK2受容体細胞膜標品を Tris-HCl 緩

衝液 B（20 mM Tris-HCl （pH7.4），1 mM MnCl2，0.1% BSA）中で

0.4 nM [3H]SR-48968 および T-2328 とともに室温にて 60 分間反応さ

せた．非特異的結合の判定には 10 μM ニューロキニン A（NK2受容

体作動薬）を用いた．本アッセイ系におけるニューロキニン A の阻

害定数は 8.7 nM であった． 

 ヒト型 NK3受容体に対する T-2328 の作用については，ヒト型 NK3

受容体を安定発現させた CHO 細胞から調製された膜標品

（CRM065；NEN Life Science Products, Inc.）を用いて検討した．1 μg 

protein の NK3 受容体細胞膜標品を Tris-HCl 緩衝液 B 中で 0.3 nM 

[3H]SR-142801 および T-2328 とともに室温にて 60 分間反応させた．

非特異的結合の判定には 3 μM SB-223412（選択的 NK3受容体拮抗薬）

を用いた．本アッセイ系における SB-223412 の阻害定数は 10.3 nM で

あった． 

 [3H]SR-48968（NK2受容体結合試験時）または[3H]SR-142801（NK3
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受容体結合試験時）のBound/Free分離には，セルハーベスター（M-24R，

Brandel Inc.）を用い，予め 0.3% polyethylenimine を処置した GF/C glass 

filter（Brandel Inc.）で吸引ろ過した後，3 ml の氷冷 Tris-HCl 緩衝液

B（除 0.1% BSA；pH 7.4）で 3 回洗浄することにより受容体と結合し

たリガンドを分離した．7 ml のクリアゾール I（ナカライテスク）を

加え，液体シンチレーションカウンター（TRI-CARB4640 または

2200CA，Packard Instrument Co.）にてフィルター上の放射活性を測定

した． 

 阻害定数（Ki）は統計ソフトウェア GraphPad Prism（Graphpad）

を用いて算出した．なお，被験化合物の濃度が 10μM の時の阻害率

が 50%未満であった場合，Ki は算出せず，IC50>10000 nM と表記し

た． 

 

2.4 種々の受容体およびイオンチャンネルに対する結合試験 

 13 種類の受容体およびイオンチャンネルに対する結合試験を実施

し，T-2328 の受容体選択性を評価した．結合試験を行った受容体お

よびイオンチャンネルは以下の通りである；ドーパミン D1 受容体，

ドーパミン D2S受容体，GABAA受容体作動薬結合部位，GABAA塩素

イオンチャネル，GABAB 受容体，非選択的グルタミン酸受容体，ス

トリキニン感受性グリシン受容体，ヒスタミン H1受容体，オピエー

ト κ および μ 受容体，セロトニン 5-HT1および 5-HT 3受容体，N 型

Ca2+チャンネル．最初に 10μM の T-2328 による阻害率を求め，阻害

率が 50%以上であった受容体およびイオンチャンネルについては低
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濃度での試験を追加し，Ki値を求めた．これらの結合阻害試験はMDS 

Panlabs Pharmacology Services（現 MDS Pharma Services，Bothell，WA，

USA）にて実施された． 

 

2.5 スナネズミにおける GR73632 誘発 foot tapping 

 ハロタン吸入麻酔下で雄性スナネズミの頭皮を切開し，頭蓋骨を

露出させた．カフ付きの 25 ゲージ注射針を十字縫合の 1 mm 右側よ

り 4.5 mm 深部へ刺入することにより，NK1 受容体作動薬 GR73632

（0.05－50 pmol/5 μl）を直接脳室内へ投与した．投与後，プラスチッ

ク製の観察ケージ（15.5 cm×22 cm×12 cm）にスナネズミを移し，正

向反射が回復した直後から 5 分間の foot tapping の持続時間を測定し

た．Foot tapping は，移動量の増加を伴わない，後肢のリズミックな

反復性の tapping とした（Bristow and Young, 1994）． 

 T-2328（0.01－0.1 mg/kg）およびアプレピタント（0.3－3 mg/kg）

の脳への移行性を検討するために，両化合物を GR73632 の脳室内投

与直前にハロタン麻酔下で陰茎静脈より投与した． 

測定終了後，スナネズミは過量のジエチルエーテルにより安楽死

させた． 

 

2.6 フェレットにおけるシスプラチン誘発嘔吐 

 フェレットを観察用ケージに移して 2 時間馴化させた後に，ハロ

タン麻酔下にて抗癌剤であるシスプラチン（5 mg/kg）を腹腔内投与

した．T-2328（0. 1 および 0.3 mg/kg）はシスプラチン投与直後，24
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時間後および 48 時間後の計 3 回，尾静脈より投与した．動物の行動

はシスプラチン投与直後から 72 時間後までビデオカメラ

（TK-N1100；ビクター，横浜）を用いて撮影し，録画した（HM-DR 

10000，ビクター）．嘔吐は，空嘔吐（吐物を伴わない腹部の著しい

収縮運動）や嘔吐（胃や腸からの固形または液状の内容物の口から

の吐出）から成る一連のリズミカルな腹部収縮運動とした（Rudd et al. 

1996）．また，嘔吐のエピソードは，空嘔吐と空嘔吐または嘔吐の間

に 5 秒以上の間隔がある場合，およびその間にフェレットが移動し

た場合，別のエピソードとしてカウントすることとした．実験期間

中（72 時間），1 時間毎の嘔吐エピソードの発現回数を経時的に計測

した．実験終了後，フェレットは過量のジエチルエーテルにより安

楽死させた． 

 

2.7 使用薬物 

 T-2328，アプレピタントおよび SB-223412 は田辺製薬株式会社（現

田辺三菱製薬株式会社）にて合成された．[3H][Sar9, Met（O2）
11] 

substance P（47 Ci/mmol）および[3H]SR-48968 は NEN Life Science 

Products, Inc. よ り 購 入 し た ． L-703,606 oxalate salt （ Research 

Biochemicals International RBI，Natick，MA，USA），ニューロキニン 

A（Calbiochem-NoVabiochem Co., Ltd.，San Diego，CA，USA），

[3H]SR-142801（Amersham Pharmacia Biotech UK, Ltd.，Buckinghamshire，

England），GR73632（Research Biochemicals International），シスプラチ

ン（cis-platinum（II） diammine dichloride；Sigma-Aldrich, Inc.，St.Louis，
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MO，USA）およびその他の試薬は市販品を用いた． 

シスプラチンは 70－75 度に加温した生理食塩液に溶解し，徐々に

冷却して 40－50 度で 5 ml/kg の容量にて腹腔内投与した．T-2328 は

DMSOに溶解して生理食塩液で希釈し（DMSO最終濃度：1%），5 ml/kg

（スナネズミ）または 2 ml/kg（フェレット）の容量にて静脈内投与

した． 

 

2.8 統計解析 

 結果は平均値±標準誤差で示した．対照群との比較は一元配置分散

分析後，Dunnett 型多重比較検定により行った．有意水準は両側 5%

とした． 

 

第 3 節 結果 

 

3.1 結合試験 

T-2328 およびアプレピタントは[3H][Sar9, Met（O2）
11]substance P

のヒト型タキキニン NK1（hNK1）受容体への結合を著明に阻害した

（Table 1）．両化合物の NK1受容体に対する Ki 値はそれぞれ 0.08 nM

および 1.3 nM であり，T-2328 の NK1受容体に対する親和性はアプレ

ピタントよりも 16 倍以上強かった．また T-2328 のヒト型タキキニン

NK2（hNK2）および NK3（hNK3）受容体に対する親和性は，NK1 受

容体に対する親和性の約 1／44000 および約 1／3800 であった（Table 

1）． 
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13 種類の受容体およびイオンチャンネルに対する T-2328 の親和性

を Table 2 に示す．T-2328 はオピエート κおよび μ受容体に対して μ

モルオーダーの親和性を示したが，その他の受容体およびイオンチ

ャンネルに対する IC50 は 10 μM 以上であった． 

 次にヒト型タキキニン NK1 受容体に対する[3H][Sar9, Met（O2）

11]substance P の選択的結合のスキャッチャード解析により，T-2328

の阻害様式を検討した．Fig. 2 に示すように，[3H][Sar9, Met（O2）

11]substance P の結合は飽和性を示し，スキャッチャード解析から算出

された Kd値は 0.35 nM であり，Bmax は 6.2 fmol/106 cells であった．

0.3 nM の T-2328 存在下では，Kd値は変化しなかったが（0.41 nM），

[3H][Sar9, Met（O2）
11]substance P によってラベルされた総受容体数は

3.8 fmol/106 cells に減少した． 

 

 Drugs Receptors Ki or IC50* (nM) 
T-2328 hNK1 0.08 0.06 - 0.09

hNK2 3537 2921 - 4284
hNK3 309 202 - 473

Aprepitant hNK1 1.30 1.07 - 1.57
hNK2 >10000*
hNK3 1205 756 - 1922

95% confidence interval (nM)

Table 1   Inhibition constants （Ki） of T-2328 and aprepitant in 
radioligand binding assays for human tachykinin receptors 
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Table 2   Affinities for various receptors and ion channels 
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Fig. 2   The nature of T-2328 antagonism.  （a） Saturation of [3H][Sar9, 
Met（O2）

11]substance P binding to NK1 receptors in human IM9 cells.  （b） 
Scatchard analysis of specific [3H][Sar9, Met（O2）

11]substance P binding in 
human IM9 cells in the absence or presence of 0.3 nM T-2328.  Cells were 
incubated with increasing concentrations of [3H][Sar9, Met（O2）

11]substance P in 
the absence （closed circle） or presence of 0.3 nM T-2328 （open circle）. 

 Receptor Source Radioligand IC50 or Ki *  (µM)
Dopamine D1 human recombinant [3H]SCH-23390 > 10
Dopamine D2S human recombinant [3H]spiperone > 10
GABA A, agonist site rat brain [3H]muscimol > 10
GABA A, Cl channel rat cerebral cortex [3H]TBOB > 10
GABA B rat cerebellum [3H]GABA > 10
Glu, non-selective rat brain [3H]L-Glu > 10
Gly, strychnine-sensitive rat spinal cord [3H]strychnine > 10
Histamine H1 guinea pig brain [3H]pyrilamine > 10
Opiate κ human recombinant [3H]diprenorphine 1.89 *
Opiate μ human recombinant [3H]diprenorphine 3.65 *
5-HT1, non-selective rat cerebral cortex [3H]5-HT > 10
5-HT3 human recombinant [3H]GR-65630 > 10
Ca channel, N-type rat brain [125I]ω-conotoxin GVIA > 10
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3.2 スナネズミにおける GR73632 誘発 foot tapping 

 NK1受容体作動薬である GR73632（0.05 pmol－50 pmol）の脳室内

投与により，用量依存的に foot tapping が誘発された（Fig. 3（a））．

最小有効量は 0.5 pmol であり，最高用量である 50 pmol の GR73632

の投与では観察期間中にわたって foot tapping が誘発された．一方，

溶媒の投与では foot tapping はまったく誘発されなかった．そこで拮

抗作用の検討には最大下用量である 5 pmol の GR73632 を用いること

とした．T-2328（0.01－0.1 mg/kg）およびアプレピタント（0.3－3 

mg/kg）は静脈内投与で，5 pmol の GR73632 により誘発された foot 

tapping を用量依存的に抑制し，最大用量でほぼ完全に抑制した（Fig. 

3（ｂ））． 

 

3.3 フェレットにおけるシスプラチン誘発嘔吐 

 フェレットにおいて，抗癌剤であるシスプラチン（5 mg/kg, i.p.）

は投与 24 時間後以降に著明な嘔吐を誘発させた（Fig.4（a））．嘔吐

エピソード数は，投与 0-24 時間後では 4.0±2.1 回（急性嘔吐）であ

ったのに対し，投与 24-72 時間後では 70.3±9.5 回（遅発性嘔吐）で

あった．T-2328（0.1, 0.3 mg/kg, i.v.）は一日一回の反復投与により急

性および遅発性の両嘔吐を著明に抑制した（Fig. 4（b），（c））．遅発

性嘔吐のエピソード数は 0.1 mg/kg および 0.3 mg/kg の T-2328 投与

により，それぞれ 10.5±3.1 回および 3.0±1.2 回に減少しており，統

計学的有意差が認められた（p<0.01）． 
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Fig. 3   Effects of T-2328 and aprepitant on GR73632-induced 
foot tapping in gerbils.  （a） Dose-response to GR73632 following 
i.c.v. administration.  （b） Inhibition by T-2328 and aprepitant of 
GR73632-induced foot tapping in gerbils.  Results are shown as the 
mean ± S.E.M. from 5 animals per group.  **p<0.01 compared with 
vehicle. 

（a）
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Fig. 4   Effect of T-2328 on the cisplatin-induced emesis in ferrets.  
Vehicle （a） or T-2328 （b, c） were intravenously administered at 0, 
24 and 48 h after cisplatin administration.  The arrows indicate the 
administration time of vehicle or T-2328.  Results are shown as the 
mean numbers of emetic episodes （± S.E.M.） in 1 h during the 72 h 
observation period from 4 animals per group.  In delayed phase of 
emesis （24-72 h）, total number of emetic episodes in each group was 
70.3 ± 9.5, 10.5 ±3.1 and 3.0 ± 1.2, respectively.  The reduction of 
delayed emesis in both T-2328-treated groups （b, c） was statistically 
significant （P<0.01）. 
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第 4 節 考察 

 

 T-2328 はヒト型 NK1受容体に対する放射性リガンドの結合を著明

に抑制した．Ki 値は 1 nM 以下であり，アプレピタントに比べて 16

倍以上強力であった．またNK2およびNK3受容体に対する親和性は，

NK1受容体に対するそれに比べ，それぞれ 1／10000 および 1／1000

以上弱いものであった．したがって T-2328 はタキキニン受容体サブ

タイプの中でも NK1 受容体を選択的に阻害することが示された．さ

らに，ドーパミン受容体（D1および D2S），ヒスタミン受容体（H1），

セロトニン受容体（5-HT1および 5-HT3），GABA 受容体（GABAA受

容体作動薬結合部位，GABAA 塩素イオンチャネルおよび GABAB 受

容体），非選択的グルタミン酸受容体，ストリキニン感受性グリシン

受容体，N 型カルシウムチャンネルに対し，T-2328（10 μM）は阻害

作用を示さなかった．オピエート κ および μ 受容体に対しては阻害

作用を示したが，Ki 値は 1 μM 以上であった．したがって，T-2328

は NK1受容体に対して高い選択性を有することが示された． 

 ペプチド性の NK1 受容体拮抗薬の多くは，特異的リガンドの結合

を競合的に阻害することが報告されている．しかしながら，非ペプ

チド性拮抗薬の阻害様式を化学構造から予測することは困難である．

例えば，CP-122,721（McLean et al. 1996）や SDZ NKT343（Walpole et 

al. 1998）など，いくつかの非ペプチド性拮抗薬は非競合的な阻害薬

であるが，CP-122,721 の類縁体である CP-99,994 は競合的な阻害薬で

ある（McLean et al. 1993）．本章の飽和結合試験において，0.3 nM の
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T-2328 を添加することにより，NK1受容体に対する[3H][Sar9, Met（O2）

11]substance P の Bmaxは減少したが，Kd値は変化しなかった．したが

って T-2328 は NK1 受容体に非競合的に作用することが示唆された． 

 脳内に存在する NK1 受容体は様々な中枢性疾患に関与しているこ

とが知られており，脳内移行性を有する NK1 受容体拮抗薬はそれら

の治療薬となり得ることが示唆されている．NK1受容体拮抗薬の脳内

移行性の評価には，スナネズミにおいて NK1 受容体作動薬の脳室内

投与により誘発される foot tapping が汎用されている（Bristow and 

Young, 1994; Rupniak and Williams, 1994）．Foot tapping とは，移動量の

増加を伴わない後肢のリズミックな反復性の tapping である（Bristow 

and Young, 1994）．この特徴的な反応は NK1受容体作動薬の脳室内投

与により誘発されるが，NK2 および NK3 受容体作動薬では誘発され

ない（Graham et al. 1993）．したがって脳内に存在する NK1受容体の

活性化により誘発される反応であることが示唆される．また脳内移

行性を有する NK1受容体拮抗薬は末梢性投与で foot tapping を抑制す

る．一方，脳内移行性の低い化合物は脳室内投与では foot tapping を

抑制するが，末梢性投与ではこれを抑制しない（Bristow and Young, 

1994; Rupniak and Williams, 1994）． 以上のことから本試験系は，NK1

受容体拮抗薬の脳内移行性を簡便かつ定量的に評価することが可能

な試験系であるといえる（Hale et al. 1998）．そこで T-2328 による脳

内 NK1受容体の阻害作用を，NK1受容体作動薬 GR73632 の脳室内投

与により誘発されるスナネズミの foot tapping を指標として検討した．

T-2328 は静脈内投与で GR73632 誘発 foot tapping を抑制した．したが
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って，T-2328 は末梢性投与により脳内に移行し，脳内の NK1受容体

を阻害することが示唆された．また T-2328 が foot tapping をほぼ完全

に抑制する用量はアプレピタントよりも 30 倍低用量であった．  

 持続性の嘔吐は癌化学療法における主要な副作用である（Navari 

and Province, 2006）．化学療法により誘発される嘔吐は，その発現時

間から抗癌剤投与後 24 時間以内に誘発される急性嘔吐と 24 時間後

以降に誘発される遅発性嘔吐に大別される．急性嘔吐は 5-HT3受容体

拮抗薬によって抑制されるが，遅発性嘔吐は 5-HT3受容体拮抗薬では

十分には抑制されない（Aapro, 2005）．最近，遅発性嘔吐の発現には

サブスタンス PおよびNK1受容体が関与していることが示唆された．

また脳内移行性を有する NK1 受容体拮抗薬アプレピタントはヒトお

よび動物において遅発性嘔吐を抑制するが（Hesketh et al. 2003; 

Poli-Bigelli et al. 2003; Tattersall et al. 2000），脳内移行性の低い NK1受

容体拮抗薬は無効である（Rupniak et al. 1997）ことが報告されている．

T-2328 は脳内移行性を有することが示唆されたため，抗嘔吐作用に

ついて検討を行うこととした． 

抗癌剤の中でも高度の催嘔吐性を有するシスプラチンは嘔吐する

動物，スンクス，イヌ，ネコ，ブタおよびフェレットなど，すべて

に嘔吐を誘発させる．これらの動物のうちフェレットでは，シスプ

ラチン投与により急性および遅発性の両嘔吐が誘発され（Rudd et al. 

1994），5-HT3 受容体拮抗薬が急性嘔吐を抑制するが遅発性嘔吐は完

全には抑制しないこと（Rudd and Naylor, 1994）が報告されている．

これらの特徴は，化学療法を受けている患者でみられる嘔吐と同様
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であることから，フェレットにおけるシスプラチン誘発嘔吐モデル

は抗癌剤誘発嘔吐の治療薬開発に汎用されている．今回の実験にお

いても，シスプラチンはフェレットにおいて 72 時間にわたる持続性

の嘔吐を誘発させた．そこで，シスプラチン誘発嘔吐に対する T-2328

の作用を検討したところ，本化合物はスナネズミにおける foot 

tapping を抑制する用量と同じ用量の静脈内投与によってこれを抑制

した．急性嘔吐は求心性神経末端に存在する 5-HT3受容体の活性化に

より惹起されるが，T-2328 は 5-HT3 受容体に対する親和性を有して

いない．したがって T-2328 の抗嘔吐作用は，脳内の NK1受容体を阻

害することにより発現していることが示唆された． 

 我々は T-2328 のシスプラチン誘発嘔吐に対する抗嘔吐作用を静脈

内投与により検討した．高用量の抗癌剤を投与されている患者の多

くは，重篤な口腔粘膜炎を罹患しており，薬剤の経口投与が困難で

ある（Kraut and Fauser, 2001）．したがって，注射可能な NK1受容体

拮抗薬は化学療法誘発嘔吐の治療に有用であると考えられる（Meurer 

et al. 2006）． 

本章での実験において我々は，結合試験にはヒト型 NK1 受容体を

発現している細胞を，脳内移行性の評価にはスナネズミを，抗嘔吐

作用の評価にはフェレットを用いた．異なる動物種間における NK1

受容体のアミノ酸配列は相同性が高いことが知られている．ヒト型

とマウス型，ラット型，モルモット型およびスナネズミ型の NK1 受

容体間でのアミノ酸配列の相同性はすべて 94%以上である（Engberg 

et al. 2007）．一方でヒト型とラット型の NK1受容体では，膜貫通部位
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における 2 個のアミノ酸配列の違いが非ペプチド性 NK1受容体拮抗

薬の作用強度に大きく影響することが知られている（Saria, 1999）．

しかしながら，ヒト，スナネズミ，モルモットおよびフェレットの

NK1 受容体に対しては，非ペプチド性 NK1 受容体拮抗薬は同等の親

和性を示し，種差は認められないことが確認されている（Rupniak et al. 

1997; Beresford et al. 1991）．  

 本章では，T-2328 がヒト型 NK1受容体に対して高い親和性と選択

性を有しており，非競合的にこれを阻害することを示した．また本

化合物は末梢性投与により脳内へ移行し，脳内 NK1 受容体を遮断す

ることによってシスプラチン誘発嘔吐を抑制すると考えられた．し

たがって T-2328 は脳内 NK1受容体の遮断により治療効果が期待され

る疾患，特に癌化学療法誘発嘔吐の新規治療薬となり得ることが示

唆された． 
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第 4 章 タキキニン NK1受容体拮抗薬 T-2328 の持続的抗嘔吐作用 

 

第1節 本章の目的 

 

 我々は強力な NK1受容体拮抗作用および良好な脳内移行性を有す

る NK1受容体拮抗薬の創製を目的として合成展開を行い，新規 NK1

受容体拮抗薬 T-2328 を見出した（Watanabe et al, 2008）．T-2328 は

[3H][Sar9, Met（O2）
11]substance P の NK1受容体への選択的結合を非競

合的に阻害し，その阻害定数は Ki＝0.08 nM であった．一方，NK2

および NK3受容体に対する親和性は，NK1受容体に対するそれの約

1/44000 および約 1/3800 であった．またスナネズミにおいて NK1受

容体作動薬である GR73632 の脳室内投与により誘発される foot 

tapping を T-2328 は静脈内投与により抑制した．さらに本化合物がフ

ェレットにおいて抗癌剤であるシスプラチンによって誘発される嘔

吐を抑制することを確認した．そこで本章では，フェレットにおけ

るシスプラチン誘発急性嘔吐および遅発性嘔吐に対する T-2328 の抗

嘔吐作用についてさらに詳細に検討した．またその抗嘔吐作用を，

癌化学療法によって誘発される嘔吐の標準治療薬である 5-HT3受容

体拮抗薬オンダンセトロンのそれと比較した． 
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第2節 材料および方法 

 

2.1 使用動物 

雄性フェレット（1.1-1.6 kg; Marshall Farms，North Rose，NY，USA）

は単独飼育した．雄性スナネズミ（51-67 g; 日本 SLC，静岡）および

雄性 Hartley モルモット（275-450 g, 日本 SLC）は群飼した．動物は

相対湿度 55±5％，12 時間照明（明期；7:00-19:00，暗期；19:00-7:00）

に維持された飼育室で，室温 23±2℃（モルモットおよびスナネズミ）

または 25±1℃（フェレット）にて，飼料および水の自由摂取下で飼

育した． モルモットおよびスナネズミには標準的な固形飼料（CRF-1，

オリエンタル酵母，東京）を，フェレットにはネコ用固形飼料（CS，

オリエンタル酵母）を与えた． 

すべての動物実験は「動物実験に関する日本薬理学会指針」およ

び「田辺製薬株式会社動物倫理委員会指針」に基づいて実施された． 

 

2.2 フェレットにおけるシスプラチン誘発嘔吐 

前章の第 2 節 2.6 項に示した方法の一部を改変して実験を行った．

以下に方法を簡潔に記す． 

ハロタン麻酔下にてフェレットに抗癌剤であるシスプラチンを 5 

mg/kg（遅発性嘔吐試験）または 10 mg/kg（急性嘔吐試験）の用量で

腹腔内投与した．遅発性嘔吐試験時にはシスプラチン投与直後から

72 時間後まで，急性嘔吐試験時にはシスプラチン投与直後から 24 時

間後まで，ビデオカメラを用いてフェレットの行動を撮影・録画し
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た．観察期間中，1 時間毎の嘔吐エピソードの発現回数を経時的に計

測し，総嘔吐エピソード数を算出した．遅発性嘔吐試験時には，T-2328

（0.03－1 mg/kg）およびオンダンセトロン二塩酸塩（0.3－3 mg/kg）

をシスプラチン投与直後または 40 時間後に尾静脈より投与した．急

性嘔吐試験時には，T-2328（0.03 mg/kg）およびオンダンセトロン二

塩酸塩（0.1－1 mg/kg）をそれぞれシスプラチン投与直後および 30

分前に尾静脈より投与した． 

 

2.3 スナネズミにおける GR73632 誘発 foot tapping に対する抑制作

用 

前章の第 2 節 2.5 項に示した方法に準じて実験を行った．本章では

T-2328 の作用持続について検討する目的で，T-2328（1 mg/kg）を NK1

受容体作動薬GR73632の脳室内投与の 4または 24時間前にハロタン

麻酔下で陰茎静脈より投与した． 

 

2.4 [Sar9, Met（O2）
11]substance P 誘発モルモット回腸縦走筋標本の

収縮 

 雄性 Hartley モルモットの頭部を打撲後，放血致死させた．速やか

に回腸を摘出して長さ 15-20 mm の縦走筋標本を作製し，10 ml の

Tyrode buffer を満たしたオルガンバスに 1.0 g の負荷をかけて懸垂し

た．Tyrode buffer は 37℃に保温し，95%O2+5%CO2で通気した．Tyrode 

buffer の組成は以下の通りである：137.9 mM NaCl，2.7 mM KCl，1.8 

mM CaCl2，0.5 mM MgCl2，11.9 mM NaHCO3，0.5 mM NaH2PO4およ
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び 5.6 mM glucose．縦走筋標本の収縮はトランスデューサーによって

測定し，歪圧力用アンプ（AP-621G，日本光電）で増幅後，chart recorder

（WR370；Graphtec，横浜）にて記録した． 

1.0 g の負荷 40 分後に NK1受容体作動薬である [Sar9, Met（O2）

11]substance P（10 nM）を添加して組織を収縮させ，収縮が最大張力

に達した後，新鮮な Tyrode buffer で 3 回洗浄した．この操作を 20 分

間隔で繰り返し，少なくとも 5 回は収縮が誘発されることを予備検

討において確認した上で，T-2328 の作用検討を以下の手順で行った． 

1.0 g の負荷 40 分後に，10 nM の [Sar9, Met（O2）
11]substance P の

添加・洗浄を 20 分間隔で 2 回行った．続いて種々の濃度の T-2328

を添加し，その 20 分後に[Sar9, Met（O2）
11]substance P を添加した．

T-2328 添加前の組織の収縮長（2 回目の[Sar9, Met（O2）
11]substance P

添加により組織が収縮した長さ）を基準値として，これに対する収

縮抑制率を算出した．さらに T-2328 の作用持続性を検討するため，

組織を洗浄した後，T-2328 非存在下で[Sar9, Met（O2）
11]substance P

の添加・洗浄を 20 分間隔で 2 回行い，その収縮長を測定した．IC50

値は統計ソフトウェア GraphPad Prism（GraphPad，San Diego，CA，

USA）を用いて非線形回帰により算出した． 

 

2.5 血漿中および脳内 T-2328 濃度の測定 

 ハロタン麻酔下で，シスプラチン誘発嘔吐試験終了後のフェレッ

トの腹部大動脈より，へパリン処理した注射筒を用いて全採血し，

脳を摘出した．血漿および脳サンプルは測定まで-80 度で保存した．



35 
 

全脳は蒸留水とともにテフロンホモジナイザーを用いてホモジナイ

ズし，20%脳ホモジネートを作製した．シクロヘキサン/ジエチルエ

ーテル（1:1）での抽出後，T-2328 の含量を HPLC（Shimadzu SPD-10A；

島津，京都）にて定量した． 

 

2.6 使用薬物 

 T-2328 は田辺製薬株式会社（現田辺三菱製薬株式会社）にて合成

された．[Sar9, Met（O2）
11] substance P（Tocris Bioscience，Ellisvile，

MO，USA），GR73632（Research Biochemicals International），シスプ

ラチン（cis-platinum（II） diammine dichloride；Sigma-Aldrich, Inc.）

およびオンダンセトロン二塩酸塩（ZOFRAN INJECTION；三共，東

京）は市販品を用いた． 

 シスプラチンの調製および投与容量は，前章第 2節 2.7項に準じた．

オンダンセトロン二塩酸塩は生理食塩液に希釈し，2 ml/kg の容量で

フェレットに静脈内投与した．T-2328 は DMSO に溶解し，in vitro 試

験ではTyrode bufferで，in vivo試験では生理食塩液で希釈した（DMSO

最終濃度：1%）．in vivo 試験における投与容量は 5 ml/kg（スナネズ

ミ）および 2 ml/kg（フェレット）とし，静脈内投与した． 

 

2.7 統計解析 

 結果はすべて平均値±標準誤差で示した．統計解析には Student’s 

t-testまたは一元配置分散分析後にDunnett’sの多重比較検定を用いた．

有意水準は両側 5%とした． 
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第 3 節 結果 

 

3.1 遅発性嘔吐 

 抗癌剤であるシスプラチン（5 mg/kg）は投与 24 時間以内に 31.3

±16.2 回の嘔吐エピソード（急性嘔吐）を，投与 24－72 時間後の間

に 68.0±12.5 回の嘔吐エピソード（遅発性嘔吐）を誘発させた（Fig. 

5(a)；シスプラチン投与直後に溶媒を投与した群の嘔吐エピソード数

の経時変化）．しかしながら，この用量のシスプラチンで誘発される

急性嘔吐はエピソード数が試験ごとに大きく異なっていた（Fig. 5

（a）；シスプラチン投与直後に溶媒を投与した群の嘔吐エピソード数

の経時変化，Fig. 7（a）および Fig. 9（a）；シスプラチン投与 40 時間

後に溶媒を投与した群の嘔吐エピソード数の経時変化，の 0－24 h を

参照）．したがって被験薬物間の作用比較には不適と判断し，遅発性

嘔吐についてのみ解析することとした． 

遅発性嘔吐は，シスプラチン処置直後に 0.3 または 1 mg/kg の

T-2328 を静脈内投与することにより有意に抑制された（Fig. 5（b），

（c）；シスプラチン投与直後に 0.3 または 1 mg/kg の T-2328 を投与し

た群の嘔吐エピソード数の経時変化，および Fig. 6；Fig. 5 のデータ

においてシスプラチン処置 24－72 時間後に誘発された嘔吐エピソー

ド数の累積数）．次に，シスプラチン処置の 40 時間後に T-2328 を投

与することにより，その抗嘔吐作用についてさらに検討した．T-2328

（0.03－0.3 mg/kg）はすでに誘発されている嘔吐に対しても用量依存

的な抗嘔吐作用を示し，0.3 mg/kg で完全に嘔吐を抑制した（Fig. 7（b）
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－（d）；シスプラチン投与 40 時間後に T-2328（0.03－0.3 mg/kg）を

投与した群の嘔吐エピソード数の経時変化，および Fig. 8；Fig. 7 の

データにおいてシスプラチン投与 40－72 時間後に誘発された嘔吐エ

ピソード数の累積数）． 

一方，オンダンセトロン（0.3－3 mg/kg）はシスプラチン投与 40

時間後の投与で一過性に遅発性嘔吐を抑制した（Fig. 9（b）－（d）；

シスプラチン投与 40 時間後にオンダンセトロン（0.3－3 mg/kg）を

投与した群の嘔吐エピソード数の経時変化）．しかしながら，オンダ

ンセトロン投与後 32 時間（シスプラチン処置 40 時間後－72 時間後）

における溶媒投与群とオンダンセトロン投与群の嘔吐エピソード数

の間に統計学的有意差はみとめられなかった（Fig. 10；Fig. 9 のデー

タにおいてシスプラチン処置 40－72 時間後に誘発された嘔吐エピソ

ード数の累積数）． 
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Fig. 5   Effect of T-2328 on the cisplatin （5 mg/kg, i.p.）–induced 
acute and delayed emesis in ferrets.  Ferrets were intravenously 
treated with vehicle （a） or T-2328 （b, c） immediately after cisplatin 
administration.  Results are shown as the means ± S.E.M. of emetic 
episodes in 1 h during 72 h observation period from 4 animals per 
group. 
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Fig. 6   Long-lasting effects of T-2328 on the emetic response 
induced by cisplatin （5 mg/kg, i.p.） in ferrets.  Ferrets were 
intravenously treated with T-2328 or vehicle immediately after the 
cisplatin administration.  Results are shown as the means ± S.E.M. 
of emetic episodes in 24-72 h observation period from 4 animals per 
group. *p<0.05, **p<0.01 compared with vehicle. 
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Fig. 7   Effect of T-2328 against the delayed emesis.  Ferrets were 
intravenously treated with vehicle （a） or T-2328 （b, c, d） 40 h after 
the cisplatin administration.  The arrows indicate the administration 
point of the vehicle or T-2328.  Results are shown as the means ± 
S.E.M. of emetic episodes in 1 h during 72 h observation period from 4 
– 7 animals per group. 
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Fig. 8   Inhibitory effect of T-2328 on the cisplatin （5 mg/kg, 
i.p. ） –induced delayed emesis in ferrets.  Ferrets were 
intravenously treated with T-2328 or vehicle 40 h after cisplatin 
administration.  Results are shown as the means ± S.E.M. of emetic 
episodes in 40-72 h period from 4 – 7 animals per group.  **p<0.01 
compared with vehicle. 
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Fig. 9   Effects of ondansetron on the delayed emesis induced by 
cisplatin （5 mg/kg, i.p.） in ferrets.  Ferrets were intravenously 
treated with vehicle （a） or ondansetron （b, c, d） 40 h after the 
cisplatin administration.  The arrow indicates the administration point 
of vehicle or ondansetron.  Results are shown as the means ± S.E.M. 
of emetic episodes in 1 h during 72 h observation period from 4 
animals per group. 
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Fig. 10   Inhibitory effects of ondansetron on the cisplatin （5 
mg/kg, i.p.）–induced delayed emesis in ferrets.  Ferrets were 
intravenously treated with ondansetron or vehicle 40 h after cisplatin 
administration.  Results are shown as the means ± S.E.M. of emetic 
episodes in 40-72 h period from 4 animals per group. 
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3.2 急性嘔吐 

 高用量のシスプラチン（10 mg/kg）は投与直後から 4 時間後までの

間に，重篤な嘔吐を誘発させた（Fig. 11（a），（c）；溶媒投与群の嘔

吐エピソード数の経時変化）．Table 3 に示すように，24 時間の観察

期間のうち，最初の 4 時間に総嘔吐エピソード数の約 80%が誘発さ

れた．T-2328（0.03 mg/kg）およびオンダンセトロン（0.3 および 1 

mg/kg）は，10 mg/kg のシスプラチンの投与によって 4 時間以内に誘

発される嘔吐をほぼ完全に抑制した（Fig. 11（b），（e），（f）；T-2328

（0.03 mg/kg）およびオンダンセトロン（0.3 および 1 mg/kg）投与群

の嘔吐エピソード数の経時変化）．しかしながら，オンダンセトロン

（0.3, 1 mg/kg）はシスプラチン投与 4－24 時間後の間に誘発される

嘔吐エピソード数を増加させる傾向を示した（統計学的な有意差は

みとめられず）．一方，T-2328 は 24 時間にわたって嘔吐をほぼ完全

に抑制した． 
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Fig. 11  Effects of T-2328 (a, b) and ondansetron (c-f) 
on the acute emesis induced by cisplatin （10 mg/kg, 
i.p.） in ferrets.  Results are shown as the means ± 
S.E.M. of emetic episodes in 1 h during 24 h observation 
period from 3-4 animals per group. 
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Vehicle 41.8 ± 7.0 11.5 ± 2.4
T-2328 0.03 mg/kg 0.5 ± 0.5 ** 0.5 ± 0.3 **

Vehicle 29.8 ± 6.8 10.0 ± 3.7
Ondansetoron 0.1 mg/kg 13.3 ± 3.2 9.7 ± 2.9

0.3 mg/kg 3.3 ± 2.0 * 23.8 ± 13.9
1 mg/kg 1.0 ± 1.0 * 25.0 ± 11.4

0-4 h 4-24 h
Numbers of emetic episodesDrugs

Results represent the means ± S.E.M. of the emetic episodes in 0-4 h 
period or 4-24 h period during 24 h observation from 3-4 animals per 
group.  *p<0.05, **p<0.01 compared with vehicle. 

Table 3   Effects of T-2328 and ondansetron on the acute emesis 
induced by cisplatin （10 mg/kg, i.p.） in ferrets 
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3.4 スナネズミにおける GR73632 誘発 foot tapping に対する抑制作

用 

 前章の第 3 節 3.2 項において，NK1受容体作動薬 GR73632 の脳室

内投与によりスナネズミに foot tapping が誘発されること，T-2328 は

末梢性投与によってこれを抑制することを示した．本項では，末梢

性に投与した T-2328による foot tapping抑制作用の持続性について検

討した．T-2328 は，GR73632 の脳室内投与 4 時間前の静脈内投与で

も foot tapping を完全に抑制した（Table 4）．また 24 時間前の静脈内

投与でも foot tapping を抑制する傾向を示し（p=0.07），抑制率は 24.6%

であった． 

 

 

 

 

Inhibiton
(%)

4 h 300.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 100
24 h 299.0 ± 0.4 226.3 ± 21.4 24.6

Vehicle T-2328
Tapping time (sec)Time after

administration

Table 4  Inhibitory effect of T-2328 （1 mg/kg, i.v.） on GR73632
（i.c.v.）-induced foot tapping in gerbils 

Gerbils were i.v. treated with T-2328 or vehicle 4 or 24 h before 
GR73632 injection.   Results represent the means ± S.E.M. of 
tapping time from 3 animals per group. 
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3.5 血漿中および脳内 T-2328 濃度 

 本章 3.1 項において，5 mg/kg のシスプラチンにより誘発された遅

発性嘔吐に対する T-2328 の抗嘔吐作用を，シスプラチン処置直後お

よび 40 時間後に T-2328 を静脈内投与することにより検討した．それ

らの試験の終了時，すなわち T-2328 静脈内投与の 72 時間後および

32 時間後の血漿中および脳内における T-2328 の濃度を測定した．そ

の結果，すべてのサンプルに検出可能な量の T-2328 が存在している

ことが確認された．また T-2328 の血漿中および脳内濃度は用量依存

的に増加していた（Table 5）．T-2328 の分子量は 415.51 であることか

ら，0.3 mg/kg を投与した 32 時間後および 72 時間後の脳内濃度は，

それぞれ 41.6 nM および 19.0 nM と算出された． 

 

 

Table 5  Concentrations in plasma and brain of T-2328 in cisplatin- 
treated ferrets 

0.03 1.8 ± 1.1 6.0 ± 2.4
0.1 4.0 ± 1.8 10.3 ± 1.3
0.3 19.0 ± 11.2 17.3 ± 4.4 3.6 ± 1.9 7.9 ± 1.6
1 30.1 ± 22.7 27.6 ± 12.3

The values are the mean ±S.E.M. (n=4)

Dose
(mg/kg)

Plasma and brain concentrations of T-2328
32 h after administration 72 h after administration

plasma (ng/ml) brain (ng/g) plasma (ng/ml) brain (ng/g)
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3.6 [Sar9, Met（O2）
11]substance P 誘発モルモット回腸縦走筋標本の

収縮 

 T-2328 は，NK1受容体作動薬[Sar9, Met（O2）
11]substance P（10 nM）

によるモルモット回腸縦走筋の収縮を濃度依存的に抑制した（Fig. 

12；20 min treat）．その IC50 値は 1.4 nM であった．また，この抑制

作用は新鮮な Tyrode buffer で洗浄を繰り返しても消失しなかった

（Fig. 12；Wash out 1, 2）． 
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Fig. 12  Concentration-dependent effect of T-2328 on the [Sar9, 
Met（O2）

11]substance P-induced contraction in the guinea pig 
ileum.  The peak height of the NK1 agonist-induced contractile 
response was expressed as percentage of the pre-drug treatment 
response.  The contractile responses were assessed during the 
treatment with （open circle）, after the first （closed circle） and 
second （open triangle） washout of T-2328.  Each symbol and bar 
represents the mean ± S.E.M. of 4 preparations. 
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第 4 節 考察 

 

 癌化学療法において，持続的に誘発される嘔吐は患者にとって大

きな苦痛となっている（Navari and Province, 2006）．フェレットにお

いて抗癌剤であるシスプラチン（5 mg/kg）の単回腹腔内投与は急性

期（24 時間以内）および遅延期（24－72 時間）に嘔吐を誘発させた．

また高用量のシスプラチン（10 mg/kg）は投与直後から 4 時間の間に

ピークを示す重篤な嘔吐を誘発させた．急性嘔吐は腹部求心性迷走

神経に存在する 5-HT3受容体が刺激されることにより誘発されるこ

とがわかっているが（Cubeddu et al. 1990; Fukui et al. 1992; Fukui et al. 

1993），遅発性嘔吐の発現メカニズムはいまだに十分に解明されては

いない．5-HT3受容体拮抗薬は化学療法を受けている患者の急性嘔吐

の発現を抑制できるが，遅発性嘔吐に対する抑制作用は十分ではな

い（Aapro, 2005）．今回の実験において，5-HT3受容体拮抗薬オンダ

ンセトロンは 0.3 mg/kg で急性嘔吐をほぼ完全に抑制したが，遅発性

嘔吐は 3 mg/kg でも一過性にしか抑制できなかった．したがって，シ

スプラチンにより誘発された急性および遅発性嘔吐は，その経時変

化および 5-HT3受容体拮抗薬への反応性という点で癌化学療法を受

けている患者でみられる嘔吐と同様であることが確認された． 

 嘔吐中枢の一部である弧束核において，[3H]substance P が高密度に

結合することなどから（Watson et al. 1995），サブスタンス P および

その受容体である NK1受容体が嘔吐の発現に関与することが示唆さ

れている（Saito et al. 2003）．T-2328 は静脈内投与で脳内に移行する，
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強力かつ選択的な NK1受容体拮抗薬である（Watanabe et al. 2008）．5 

mg/kg のシスプラチンによって誘発された急性および遅発性嘔吐は

0.3 mg/kg 以上の用量の T-2328 によって著明に抑制された．高用量の

シスプラチン（10 mg/kg）により誘発された急性嘔吐もまた 0.03 

mg/kg の T-2328 によって抑制された．さらに T-2328 は，遅発性嘔吐

が既に誘発されてからの投与（シスプラチン投与 40 時間後の投与）

でも，0.03 mg/kg 以上の用量で嘔吐を抑制した．一方，オンダンセト

ロンは急性嘔吐を 0.3 mg/kg 以上の用量で抑制したが，遅発性嘔吐は

3 mg/kg でも十分に抑制することはできなかった．以上の結果から，

遅発性嘔吐の抑制は急性嘔吐の抑制によるものではないと考えられ

る．オンダンセトロンの遅発性嘔吐に対する抗嘔吐作用が一過性で

あったのは，半減期の短さに起因する可能性が考えられた．しかし

ながら 5-HT3受容体拮抗薬の遅発性嘔吐に対する抗嘔吐作用は，投与

間隔や投与経路を変更したり，他剤と併用しても弱いものであるこ

とが報告されている（Gralla, 1995）．したがって，NK1受容体拮抗薬

は急性嘔吐だけでなく，5-HT3受容体拮抗薬では制御が困難な遅発性

嘔吐も抑制できることが示された． 

 T-2328 は末梢性投与で，スナネズミにおいて NK1受容体作動薬

GR73632 の脳室内投与により誘発される foot tapping を抑制すること

から，脳内移行性を有することを前章にて示した．本章では，脳内

へ移行した T-2328 による NK1受容体阻害作用の持続性を GR73632

誘発 foot tapping を用いて検討した．T-2328 は静脈内投与の 4 時間後

においても foot tapping を完全に抑制し，24 時間後においても foot 
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tapping を減少させる傾向を示した．したがって，脳内 NK1受容体を

持続的に阻害している可能性が示唆された． 

 T-2328 はフェレットのシスプラチン誘発嘔吐試験においても持続

的な抗嘔吐作用を示した．そこで遅発性嘔吐試験の終了時における

脳内の T-2328 濃度を測定したところ，検出可能な濃度の T-2328 が存

在していた．遅発性嘔吐試験の終了時，すなわち T-2328 の静脈内投

与 32時間後および 72時間後における脳内濃度は 41.6および 19.0 nM

であり（0.3 mg/kg 投与群），NK1受容体作動薬誘発回腸収縮の IC50

値である 1.4 nM を明らかに上回っていた．しかしながら，T-2328 の

血漿タンパク結合率は 99%以上であることから（データ示さず），脳

内フリー体濃度は 1.4 nM よりも低値であり，薬効発現に必要な濃度

には達していなかったと考えられた． 

 一方，NK1 受容体作動薬によって誘発されたモルモット回腸縦走

筋の収縮を T-2328 は濃度依存的に阻害し，その阻害作用は洗浄を繰

り返した後も持続した．したがって本化合物は NK1受容体を持続的

に阻害することが示された．拮抗薬が受容体の active site に結合する

場合，または持続的な拮抗薬である場合，その阻害様式は非競合的

である．T-2328 はヒト型 NK1受容体を非競合的に阻害することが前

章において確認されており，本化合物が持続的な NK1受容体拮抗薬

であることを支持する．以上のことから，T-2328 は脳内に長時間存

在することに加えて，その脳内濃度が減少した後も NK1受容体を持

続的に阻害することによって，持続的な抗嘔吐作用を発現させてい

る可能性が示唆された． 
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本章では，NK1受容体拮抗薬が急性嘔吐だけでなく，5-HT3受容体

拮抗薬では制御が困難な遅発性嘔吐も抑制できることを示した．ま

た T-2328 の持続的な抗嘔吐作用は，脳内に長時間存在することに加

え，NK1受容体を持続的に阻害することによるものである可能性が示

唆された．したがって新規 NK1受容体拮抗薬 T-2328 は，癌化学療法

の有用な治療薬となり得ると考えられた． 
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第 5 章 総括 

 

 

我々は強力な NK1 受容体拮抗作用および良好な脳内移行性を有す

る NK1 受容体拮抗薬の創製を目的として合成展開を行い，新規 NK1

受容体拮抗薬 T-2328 を見出した．本研究では T-2328 の薬理学的性質

について in vitro および in vivo にて検討した．また，その抗嘔吐作用

について抗癌剤誘発嘔吐モデルを用いて検討し，癌化学療法誘発嘔

吐の治療薬としての有用性を検証した． 

 

１．T-2328 は[3H][Sar9, Met（O2）
11]substance P の NK1受容体への選

択的結合を非競合的に阻害した（Ki＝0.08 nM）．一方，他のタキキニ

ン受容体サブタイプ，その他 13 種類の受容体およびイオンチャンネ

ルに対する親和性は NK1受容体に対するそれよりも弱く（1/1000 以

下），NK1受容体に対して高い選択性を有することが示された．また

本化合物はスナネズミにおいて NK1受容体作動薬の脳室内投与によ

り誘発される foot tapping を静脈内投与で抑制したことから，脳内移

行性を有することが示唆された．そこでフェレットを用い，抗癌剤

であるシスプラチンにより誘発される嘔吐に対する作用を検討した

ところ，抗嘔吐作用が確認された． 

 

２．T-2328 はシスプラチンにより誘発される急性嘔吐のみならず遅

発性嘔吐も抑制した．一方，抗癌剤誘発嘔吐の標準治療薬オンダン
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セトロン（5-HT3受容体拮抗薬）は急性嘔吐を抑制したが，遅発性嘔

吐は一過性にしか抑制しなかった．また T-2328 は静脈内投与 4 時間

後においても NK1受容体作動薬誘発 foot tapping を完全に抑制したこ

とから，脳内 NK1受容体を持続的に阻害することが示唆された．そ

こで嘔吐試験終了時（静脈内投与 32 または 72 時間後）における本

化合物の脳内濃度を測定したところ，検出可能な量が存在している

ことが確認された．さらに NK1受容体作動薬により誘発される回腸

縦走筋の収縮を，T-2328 は灌流液から除去された後も持続的に抑制

することが確認された．以上のことから，T-2328 は脳内に長時間存

在することに加え，脳内濃度が減少した後も NK1受容体を持続的に

阻害することによって持続的な抗嘔吐作用を発現させる可能性が示

唆された． 

 

本研究の結果から，新規タキキニン NK1受容体拮抗薬 T-2328 は癌

化学療法誘発嘔吐の有用な治療薬となり得ることが示唆された． 
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