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序 論

c holecys tok i n i n  (CCK) は 消 化管 お よ び中 枢神経系 に 存在 す る ぺ プ チ ド ホルモン で あ

り 、 1 9 2 8 年 にlvy と Oldberg に よ り 胆嚢収縮作用 を 有 す る 物 質 と し て 発 見 さ れ た 1 )。 そ

の 後 、 1 94 3 年 に H arper と Raper に よ り 豚臓 か ら の 消化酵素 分 泌 を 促進 す る 物 質 が発 見

さ れ 、 pancreozym i n  ( P Z) と 名付 け ら れ た 2 )O 当 初 、 両者は 別 々 の 物 質 と 考 え ら れ て

い た が、 1 966 年Jorpes と M u tt に よ り 同 一 物 質 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ 3)、

cho lecy stok i n  i n -pancreozy m i n  (CCK - P Z) も し く は cho lecy stok in i n (CCK) と 称せ ら れ

る よ う に な っ た O さ ら に 1 97 5 年 に は Vanderhaeghen ら に よ り 脳領域 に お け る CCK 様 の

l m m u n oreac t l v lty が 見 い 出 さ れ 4 )、 CCK の 中 枢神経系 に お け る 存在 が証明 さ れ た 。

末梢 に お い て CCK は 、 摂食後十二指腸 に流入 し た 食物 の 刺 激 に よ り 十二指腸 お よ び

小腸 の I 細胞 よ り 放 出 さ れ 5 )消化管 に対 し 様 々 な 作用 を 示 す ( Fig . 1 )。 牒臓 に お い て は 、

Stomach 

: Acid secretion 

Pancreas 

Contraction 

SmaJl intestine • CCK-A Receptor 

o GastrinlCCK-B Receptor 

Enzyme secretion 

Fi g . 1 

Roles of CCK and gastri n i n  gastroi n testi nal tract 

勝腺房細胞 よ り の 消化 酵素 の 分泌 を 促進 す る 6、 7‘ 8 ) とと も に ラ ンゲルハ ン ス 島 β細 胞

か ら の i ns u l i n の 内 分 泌促進作用 9 、 1 0 ) も 有 す る 。 ま た 、 胆道系 に お い て は 、 胆嚢 お よ び

胆管収縮促進作用 1 1 、1 2 ) を 、 胃 お よ び腸管 に お い て は 、 胃 運動 の 抑 制 1 3) 、 腸管 運動元

tosho42
ノート注釈
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進 1 4 、1 5 な ど の作用 を 有 し て い る 。 一 方 、 CCK と そ の C 末端 ペ プ チ ド の 配列 が類似 し

て い る gastr in は 胃 幽 門前庭部の G 細胞 よ り 放 出 さ れ 、 胃 酸分泌 を 促進 す る 。 CCK は 中

枢神経系 に も 存在 し て お り 、 神経 伝達物 質 も し く は 神経 調節因子と し て 摂食 1 6 、 1 7)、

不安1 B‘ 1 9\ 運動 2 0 I、 痛 み 2 1 2 2，お よ び記憶 2 3な ど に 影 響 す る と 考 え ら れ て い る が 、

末梢 に 投与 さ れ た CCK に よ る 行動 、 摂食 な ど に対す る 作用 も 報告 さ れ て お り 、 そ の作

用 点 に 関 し て い ま だ に 解明 さ れ て い な い 点 力ず あ る (Fig . 2 )。

Cenlral nervous s)'stem 

Peripheral svstem 

? 

Fi g . 2 

Roles of CCK i n  central nervous system 

CCK のホルモンと し て の 基本構造は ア ミ ノ酸 日個で 構成 さ れ る CCK- 3 3 で あ る 2 4 )  

が 、 生理活性 は C 末端 の 8 個の ア ミ ノ酸 配列部位に あ り 、 こ の 8 個の ア ミ ノ酸 で 構成 さ

れ る CCK-8 が生物活性上特 に 重 要で あ る 2 5 ) 0 CC K-8 は C 末 端 か ら 7 番 目 の ア ミ ノ酸 で

あ る ty rosi ne に 硫 酸 基 が- 結合 し て い る 。 さ ら に 生 体内 に は 4 個の ア ミ ノ酸 か ら な る

CCK -4 や 兇個の ア ミ ノ酸 か ら な る CCK・5 8 力f存在 す る 。 ま た カ エルの 皮膚よ り 精製 さ

れ た 1 0 個の ア ミ ノ酸 で 構成 さ れ る caeru le in は C 末端恨1] 8 個の ア ミ ノ酸中 7 個が CCK-8

と 同 ーで あ り 、 CCK ア ナ ロ グ と し て 用 い ら れ て い る 。 胃 酸 分 泌 を {足 進 す る gastri n も

CCK・8 と 類似 の C 末端構造 を 有 し て い る 。

2 

一 一

こ れ ら CCK の作用 を 伝達 す る 受容体 に 関 し て は 、 現在 少 な く と も 二 つ の 異な る タ イ

プ が報告 さ れ て い る 。 ひ と つ は 消化管 タ イ プ CCK (CCK- A) 受容体 で あ り 、 腕臓 、 胆

嚢 を は じ め と す る 末梢 組織 お よ び中 枢神経系 の 一 部 に 存在 す る 川、2 7 )0 CCK-A 受容体

は CCK-8 ，こ高親和性 で あ り 、 そ の結合活性 は gasln n に 比 べ 1 .000 倍 、CC K-4に比べ 30β 00

倍 強い 2 8 ) 。 も う ひ と つ は 中 枢神経系 に 存在 し て い る 脳タ イ プ CCK (CCK- B) 受容体 で

あ り 2 9 I 、 こ の 受 容体 は CCK-8 ，こ対 し 非硫酸化 CCK -8 お よ び CC K-4 に 比 べ 1 0 倍高 い 親

和性 を 有 し て い る 30 )。 こ の 2 種類の 受 容 体 に 加 え 、 gast ri n 受 容体 の 胃 腺 に お け る 存在

が提唱 さ れ て い た31 )が 、 1 99 2 年 Wan k ら に よ り CCK-B受 容体 の 構造と 同 ーで あ る 事 が

証明 さ れ32 ) 、 現在 で は gastri n / CCK -B受 容体 と も 呼ばれ て い る 。

CCK の 疾病へ の 関 与 に 関 し て は 、 CCK お よ び そ の C 末 ア ナ ロ グ で あ る ca eru le in が、

ラ ッ ト の 急性腺炎 を 発 症 さ せ る こ と 33、 34 )、 お よ び豚管 内 に 胆汁酸 を 注 入 し て 作製 し

た 膝 炎35 \や cho l i n e 欠乏性 eth i on i ne 添 加 食 を 投与 し て 作製 し た 牒 炎36) を 悪化 さ せ る こ

と よ り 、 CCK が腺炎 の 発症 、 進展 に 関与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 急性腺 炎 の 発 症

原因の 大部分 は 、 胆石に よ る 胆汁 、 牒 液 の 持管 内 へ の 逆流と 、 ア ルコ ー ルの 長 期摂取 に

よ る 膝過刺激 で あ り ( Tab le 1 ) 、 こ れ ら の 原因に よ り 牒腺房細胞 が破壊 さ れ 、 牒 内 で 消

化酵素 の 活性化 が生 じ 牒 自 己消化 に 至 る 。 急性腺炎 時 に は 炎症 に よ る 勝 目泉房細胞 の壊死

Table 1 Hypothesis of the mechanism of the etiology and development on acute pancreatitis. 

l E刷ogy ( Gallstone， Alcohol e比) I 
ご↓

| Injury of pancrea恥制lar cell I 
十

Release and activation of pancreatic enzyme 

! Au凶仰ωtω刷o吋dig伊例e“ωstion (Ed白伽伽伽e町印em町ma，

feedback 

j 
コ I CCK山ase l
Stimulation 

↓ L拙ofp…恥e山

|Mul州e organ failure (MOF) I 
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や障害 に よ り 腺酵素 の 分 泌 が 低下 し 、 十二指腸 内 で の牒酵 素 活性 が 低下 す る の そ の 結 果

フ ィ ー ドバ ック機構 を 介 す る 内因 性 の CCK 分泌 冗 進 力ず起 こ り 、 血中 に増加 し た CCK は

勝 を 刺 激 し 、 急性腺 炎を さ ら に増悪 、 進展 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 ま た ア ル コ ー ル に

よ る 隠酵素外分泌 が CCK に よ り 相乗的 に増加 す る と も 言 わ れ て い る 。 わ が 国に お け る

牒炎の 発症率 は 食 文化 の 変 化 と と も に確 実 に増加 し て お り 、 CC K と 牒炎の発症 、 進 展

と の 関係 を さ ら に 基礎 お よ び臨床 に お い て 研究す る こ と は 重 要な 課題で あ る 。 と り わ け

重症急性腺 炎は 厚生省 よ り 特定 疾患に 指定 さ れ て お り 、 よ り 効 果の あ る 治療薬 の 開発 が

待ち 望ま れ て い る 。

近年 、 い く つか の CCK 受容体 に 対 す る 特 異的措抗物 質 が見 い 出 さ れ 、 CCK の 生理作

用 の解 明 の た め の基礎研究に 用 い ら れ て い る (Tab le 2 ) 0  CCK- A 受容体措抗物質 は そ の

構造よ り 1 ) 環状 ヌク レ オ チ ド誘導体 で あ る dib utyry l cyc l ic G M P  3 7 ) 、 2 ) CCK の C 末端

側の ア ナ ロ グ で あ る CC K-27- 3 2 -am i de 3 8 ) 、 3 ) ア ミ ノ酸 で あ る gl utaramic aci d誘導体の

prog l um i de 3 9 ) 、 lorgl umide (CR 1 409)  4 ド 、 lox ig l um ide ( C R  1 5 05 ) 4 1 ) 、 t ry ptophan 誘

導体の benzotr ip t 4 2 ) 、 4 ) b en zod iazep i ne 誘導体 で あ る asper l ic in 4 3 ) 、 L- 3 6 4，7 1 8 4 4 ) 、

F K480 4 5 ) に 分類さ れ る 。 この 内 prog l u m i de お よ び benzo tr ip t の CCK-A 受 容 体 選択性 は

低 く 、 ど ち ら か と い う と 非 選択的 CCK 受容体措抗物 質 と 言え る 。 ま た gastr in / CC K- B 

受容体 桔抗 薬 と し て は ア ミ ノ酸 誘 導体 の CR 2 1 94 4 6 ) 、 benzod iazep ine 誘 導 体 の し

365 ，260 4 7 ) な ど が報告 さ れ て い る 。

Table 2 CCK receptor antagonists. 

CCK - A receptor 

selective 

1. Cyclic nucleotide derivative db cGMP 

2. C-terminal ana)ogue of CCK CCK -27-3 2・amide

3. Amino acid derivatives 
3 ・1 ) Glutaramic acid derivative s Lorglumide 

(CR・1 4(附)
Loxiglumide 
(CR・151陪)

3 ・2) Tryptophan derivative 

4 .  ßenzodiazepine derivatives 
L

A
・
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3
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，
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7
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FK- 4 81l 

Gastrin/ CCK-ß receptor 

non-selective selective 

Proglumide C R-2194 

ßenzotript 

L・3 65 ， 26(1
YM-(l22 
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現在CC K-A 受容体姑抗薬 で あ る lox ig l um ide に 関 し て 、 臨床治験が開始 さ れ て お り 、

ヒ 卜 CCK も し く は 食事 刺激膝外分泌 を 抑制 す る 4 8 ) こと か ら 、 急性腺 炎治療薬 と し て の

応用 が.検討 さ れ て い る 4 9 ) 。 ま た lox ig l um ide の 胆嚢痛 5 0) お よ び腸管 疾患ち 1 に 対 す る

臨床械討 も 同 時 に 進 め ら れ て い る 。 この よ う に CCK 受容体措抗薬 の基礎 的 な 意 義に 加

え 、 臨床 的 に も 急性腺 炎を は じめ CCK お よ びCCK 受容体 の 関 与 す る 消化管 疾患に 対 す

る 新 し い 治療薬 と し て の展 開 が 期待 さ れ て い る 。

K SG-504 ( (S)-arg i n i u m  (R) -4・ [ - N- ( 3 ・ m ethox  yp ropy l ) -N- pen ty Ic arb am oy I J- 5 - (  2 -

n ap h thy l su lfo n y l )  pen tanoate m onohydrate) ( Fig . 3 ) は キ ッ セ イ 薬品工業 ( 株) 中 央研 究

所に お い て 合成 さ れ た 分 子量 669 . 8 4 の 非 ペ プ チ ド性化合物 で あ る 。

Fig .  3 

COOH 

50/'" ^ ー ー

日
CON.... � -

L川inine • H.，O 

C hemicaJ st刊ctu肥 of KS G・504， (S )-Argi n i u m  (R )-4-[N-(3-methoxypropyl )-N-pentyl -carbamoyl]-5・(2・

naphthylsll l fony l )  pentanoate monohydrate 

本 論 文は 、 K SG-5 04 の CCK 受容体括抗薬 と し て の検討結果 を ま と め た も の で 、 以下

4 部 に 分 け て 記述す る 。

K SG-504 の勝 お よ び胆嚢膜標 本 の CCK- A 受容体 、 脳の gastrin / CCK- B 受容体 に 対 す

る 結合 特性 を 検討 す る と と も に in v i t ro 勝腺房細胞 に 対 す る CCK を はじめ と す る 各種受

容体作 用 物 質 な ら びに 受容体以降の機構に対 す る 作用 を 検討 し た ( 第 1 部) 。

K SG-504 の in vivo 牒外分泌 お よ び腺 内分泌 に 対 す る 作用 な ら び に 実 験急性腺 炎モ デ

ル に 対 す る 作用 を 検討 し 、 急性腺炎治療薬 と し て の可能性 を 考察 し た ( 第 2 部) 。



in vi tro お よ び in vivo 胆嚢 、 胃 お よ び腸管 の CCK に よ り 誘 発 さ れ る 作 用 に 対 す る

K SG- 50 4の抑制作用 を 検討 し 、 胆 石痔 痛 、 過敏性腸症候群 を は じめ これ ら 領域 に お け

る 疾患の 治療薬 と し て の可能性 を 考察 し た ( 第 3 部) 。

末梢投与 さ れ た CCK-8 に よ り 誘発 さ れ る 中 枢作用 に 対 す る K SG-504 末梢 投与 の 影響

を 検討 し 末梢 CCK の作用機序 を 考察 し た ( 第4部) 。

6 
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第 1 部 CCK 受 容 体 に 対 す る K SG-504 の 選択性の検 討 お よ び in vi tro 勝腺房細胞

CCK 刺激 ア ミ ラ ー ゼ放 出 の K SG-504 に よ る 抑制

序

ラ ッ ト 膝臓膜標 本 、 イ ヌ 胆嚢膜標 本 、 モ ル モ ッ ト 大脳皮 質膜標本 へ の 12 弓卜CCK-8結

合 に 対 す る 置 換 実 験 を 行 い 、 K SG-504 の CCK-A お よ び gas tr in / CCK- B受容体 に 対 す る

結合 選択性 を 検討 し た 。 また in vi tro ラ ッ ト 牒腺房 細胞標本 を 用 い 、 各種受容体 刺激物

質 お よ び Ca ionophore に よ る 膝 am y lase 分泌 に 対 す る 作用 、 in vi tro モ ル モ ッ ト 回腸標

本 の a ce ty 1 ch o l i ne 誘発収縮 、 h i s tam ine 誘発収縮 お よ び in vi tro ラ ッ ト 胃 標 本 の sero ton i n

誘発収縮 に 対 す る 作用 を 調 べ 、 CCK を はじめ と す る 種 々 の 受 容体 お よ び受容体以 降 の

伝達 を 介 す る 反応 に 対 す る 作用 を 検討 し た 。

実 験材料 お よ び方法

l 実 験動物

Wis tar 系 雄性 ラ ッ ト (200 - 2 5 0  g ) お よ び Har tley 系 雄性 モ ル モ ッ ト ( 3 5 0 -日o g) 

を 日 本 エス エル シ- ( 浜松) よ り 、 雌雄雑犬 ( 5 - 1 8  k g ) を 中 島 実 験動物 ( 名古屋) よ

り 購入 し 、 恒温 (23 士 2 OC ) お よ び 恒湿 (55 士 5 %) 条件下 1 週間 以 上飼育 し た の ち 実

験に供 し た 。

2 . 使 用 薬物

K SG-504 お よ び lox ig lu m id e は キ ッ セ イ 薬品工業 ( 株) に て 合成 し た 。 そ の他実 験 に

使用 し た 薬物 は 以下 の 通 り で あ る 。 CCK-8 ， gas tr in -releasi ng  pep tid e ( G RP) 、 se cre tin お

よ び vasoa ctive in tes ti nal pep tide ( V I P) ( ぺ プ チ ド研、 箕面) 、 1 2 5 卜CC K-8 ( New Eng land 

N u clear、 U SA ) 、 col lagenase type 1， soybean tryps in  i n h i b i tor ， ba ci tra ci n 、 Ca ionophore 

A 2 3 1 8 7 ，  m epyram i n e 、 sero ton in お よ び cy prohep tad ine ( Si gma 、 U SA ) 、 carba chol (A ldri ch ，  

U SA) 、 Bay K 8 644 (Calb i o chem 、 U SA ) 。

7 



3 . 実 験 方法

1 ) ラ ッ ト 腕臓 、 イ ヌ 胆 嚢お よ び モ ル モ ッ ト 大脳皮 質膜標本 へ の 1 2 5 卜 CC K-8 結合 に 及 ぼ

す 影 響

放血致死 さ せ た ラ ッ ト よ り 膳臓 を 、 ま た モ ル モ ッ ト よ り 大 脳皮 質 を 摘 出 し た 。 Chang

ら の 方法 5 2) に 準じ て 、 湿 重 量 の ラ 01-音量 の 氷冷 し た 50 m M  Tris- H Cl 緩衝液 (p H 7 .7) を

加 え て ウ ル ト ラ デ ィ ス パーサ ー を 用 い10秒間 ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 ラ0，000 x g で 1 0 分 間 遠

心分離 し た 。 さ ら に沈澱に 同 量 の緩衝液 を 加 え 再逮心 し た O 得 ら れ た沈澱 に 氷冷結合 実

験用緩衝液(50 m M Tris- HC1 ，5 m M  M gCI 2， 5 m M  d it h io thre i to l . 0 . 1 4  m g 加1 ba citra cin 司 2

m g /ml bovine  serum a lbu m in (BSA)  ) を 加 え 、 再懸濁 し 膜標 本 と し た 。 こ の標 本 の 蛋 白

濃度 は Lowry 法 5 3 ) に よ り 求 め た O

勝膜標本(0. 22 mg protei n/m l ) と 30 pM 1 25 卜CC K-8 お よ び各種濃度 の 被験薬 を 含 む

結合 実 験用 緩 衝液 を 37 0C で 30 分 間 イ ン キ ュ ベ- 卜 、 ま た 大 脳皮 質 膜標 本 (2 m g  

pr otein /m 1 ) と 1 00 p M  12�卜CCK-8 お よ び被験薬 を 含 む緩衝 液 を 37 0C で 30 分 間 イ ン キ ュ

ベー 卜 し た 。 反 応液 を ろ 過 し 、 ろ 紙(GFIB ; Whatm an ‘E n g lan d ) を 氷冷緩衝 液 4 m l で 4

回洗浄 し た の ち 、 ろ 紙の 放射能 を γ カ ウ ン タ ー (Au to-Gam m a 5 650; P ackard ， USA) で

測定 し た 。

ま た 、 放血致死 さ せ た イ ヌ よ り 胆嚢 を 摘 出 し 、 C hang ら の 方法 5 2) に 従 い 、 湿重量 の

1 0 倍量 の 50 m M  Tris-HCl 緩衝液(pH 7 .4 ) を 加 え 1 0秒間 ホ モ ジ ナ イ ス し た の ち 50，000 x g  

1 0 分 間 の 遠心 を 2 回行 っ た 。 得 ら れ た 沈澱 に 氷冷結合 実 験用 緩衝液(1 0 m M Hepes， 1 

m M  EGTA， 5 m M  MgC l ト130 rnM N aCI . 0 . 25 mg/m l ba ci t ra cin ， 0 . 2  mg/m l soybe an tryps i n  

i nh ib i tor ; pH  6 .5 ) を 加 え 再懸濁 し 膜標 本 と し た O

胆嚢膜標本(1 .5 mg/m J) と 30 pM 1 25 卜CC K-8 お よ び被験薬 を 含 む緩衝液 を 2 S 0C で 2

時間 イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た 。 反応液 を ろ 過 し 、 洗浄後 ろ 紙の放射能 を 測定 し た 。

得 ら れ た 1 2 5 トCCK-8 の結合 量 を 総結合 量 と し 、 10 - 6 M CCK- R を 含 む溶 液 中 で 得 ら

れ た 1 251 _CCK _8 結合 量 を 非特 異的 結 合 量 と し た o CCK 受容体へ の 特 異的結合 量 は 総結

合量 と 非特 異的結合 量 の差 よ り 求 め た 。 見 か け の解離定 数(Kd) お よ び最 大結合部位濃度

(Brn ax ) は S cat ch ard 解 析5 4) よ り 、 ま た 被験薬 の 組 害 定 数(Ki ) は K iニ I CSO/( 1 + LlKd )  (しは

実 験 に 用 い た1 2 5 トCC K-8 の濃度) 月5 ) よ り 求 め た 。

8 
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2) i n  v i tro ラ ッ ト 膝腺 房 細胞標本 よ り の amy l ase 放 出 に 及 ぼ す 影響

1 夜絶 食 し た ラ ッ ト よ り 膝臓 を 摘 出 し 、 大槻 ら の 方法 5 6、5 7 ) に 準じ ラ ッ ト の牒腺 房

細胞標本 を 作 製 し た 。 脂肪組織 を 剥離 後 、 120 un i t s/m l コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 0 .2% BSA 、 0 .01%

try p si n  i n h ib i tor 、 必須ア ミ ノ酸 を 含 む Krebs- Hensele i t 緩衝液(K H B)(p H 7 .対) を 5 m l  

注 入 し 、 3 7 0C に て 5 0 分 間 イ ン キ ュベ 一 卜 し た 。 ピペ ッ ト を 用 い て 機械的 に破砕 し た の

ち 、 ナ イ ロ ンメ ッ シ ユ (150 μm ) で ろ 過 し 、 4% BSA を 含 む K H B 緩衝液 に 重層 し 50 x g  

で 4 分間遠心 し た 。 沈澱 を 0.01 % try psin i n h ib i t or 、 0 .5 % BSA お よ び必須ア ミ ノ酸 を 含

む Hepes- Ri nger 緩衝液(p H 7 . 35 )  5 m l で 2 回洗浄 し た の ち 、 300 μg lm l の cy clohex im ide 

を 含 む H epes- R i nger 緩衝液 中 3 70C に て 3 0 分 間プレ イ ン キ ュ ベー 卜 し 腺房 細胞標本 を 調

製 し た 。

牒腺房細胞標本懸濁液 と 被験薬 (全量 1 m l ) を 3 7 0C に て 3 0 分 間 イ ン キ ュ ベ 一 卜 し た

の ち 、 3， 000 rpm で 20秒間遠心 ( KM ・15 200 ; ク ボ夕 、 東 京 ) し た O 上澄中 の am y la se

濃度 を CM -amy lose DEX 法 ( ア ミ ラ ー ゼー B テ ス ト ワコー ;和光 、 大阪) を 用 い て 測定

し た 。 ま た 、 被験薬 を 加 え て い な い腺腺房細胞懸濁 液 を 超音波処理 し 細胞 内 に 含 ま れ る

全 amy lase 量 を 測定 し た o amy lase 放 出 率 は 細胞 内全 amylase 量 に 対 す る パ ー セ ン ト で 表

し た 。

3 )  i n  v i t ro モ ル モ ッ ト回腸標本 の a cety 1 cho 1 i ne お よ び hi starn i ne 収縮 に 及 ぼ す 影響

放血致死 さ せ た モ ル モ ッ ト よ り 回腸 を 摘 出 し 、 縦走筋 方向 に 長 さ 20 m rn の標本 を 作

製 し た 。 標 本 は 生物 ガ ス (95 % O 2+5 % C O  2) を 通 気 し た 30 ocの Krebs 緩衝液 を 満 た

し た 1 0 m l の マ グ ヌ ス 槽 内 に1 g の 負 荷 を か け て 懸垂 し た 。 発生 し た 筋 緊張 の 変化 は 等

尺性 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー (SB- l T 、 日 本光 電 、 東京 ) を 介 し ペ ン 書 き オ シ ロ ク ラ フ

(Re ct igraph 8 S 、 三栄 、 東 京 ) に 記録 し た o

a cety I cho l in e を 累 積 的 に 添 加 し て 一 定 し た 収 縮反応 を 得 た の ち 、 被験薬 を 処置 し て

a cety l cho1i ne の 各濃 度 の 収 縮曲線 へ の影 響 を 検討 し た 。 ま た 、 h i stam i ne を 累積 的 に 添加

し て 一定 し た 収縮反応 を 得 た の ち 、 被験薬 を 処置 し て hi stam ine の 各濃度 の収縮曲線 へ

の 影 響 を 検討 し た O

9 
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4) i n  v i t ro ラ ッ ト 胃 標本 の seroton i n 収縮 に 及 ぼ す 影響

Scatchard analysis of the specific [ w1 ]・CC K・8 binding. Table 3 放血致死 さ せ た ラ ッ ト よ り 胃 底 部 を 摘 出 し 、 縦走筋 方向 に 長 さ 1 0 m m 、 幅2 m m の標

ßmax ( fmol/mg protein ) Kd (nM) n Tissue 
Kreb s 緩衝液 を 満 た し た 1 0 m l の マ本 を 作 製 し た 。 標本 は 生物 ガ ス を 通気 し た 3 0 ocの

グ ヌ ス 槽 に 1 g の 負 荷 を か け て 懸垂 し た 。 発 生 し た 筋緊張の変化 は 等尺性 ト ラ ン ス デ ュ

WIH123 O. 1 8:H1.U2 8 Pancreas ー サ ー を 介 し ぺ ン 書 き オ シ ロ グ ラ フ に 記録 し た 。 seroton i n を 累積 的 に 添 加 し て 、 一 定 し
52:t2 ().31:HI.U3 7 Gallbladder 

た 収縮反応 を 得 た の ち 、 被験薬 を 処置 し て seroto l1l1 1 の各濃 度 の収縮曲線 へ の 影 響 を 検
2(社3().88:HI.l1 9 Cerebral Cortex 

討 し た 。

n， number of experimentsj Kd， dissociation constantj Bmax， maximum binding site den sity. 

Values represent mean:tS.E. 
4 統計処理

測定値 は 平均値 ± 標準誤差 で 表 し た O 多 群聞 で の 有意差 の械定 は Dun nett の多 重 比

較検定 法 を 、 2 群聞 の検定 は Student の t-te st を そ れ ぞ れ 用 い て 行 っ た 。 ま た 危 険 率 力1・5 %

以 下 の 場 合 を 有意 で あ る と 判 定 し た 。
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実 験結果

ラ ッ ト 牒 臓、 イ ヌ 胆嚢お よ び モ ル モ ッ 卜 大脳皮 質膜標 本 へ の 1 2 5 トCC K-8 結合 に 及 ぼ

す 影 響

勝 、 胆 嚢お よ び大脳皮 質 膜標本 へ の1 25 I -CCK-8 の非特 異的結合量 は 濃度 に 依 存 し て

ま た S cat chard 解 析の 結 果 は 直線 と

こ れ ら 膜標本 に お け る 1 2 5 卜CCK-8 の 受 容体 は そ れ ぞ れ 一種 類 で あ る と 考 え ら れ

直線的 に 増 加 し 、 特 異的結合 量 は 飽和的 で あ っ た 。

な り 、

3 4 5 6 7 8 
。

モ1 25 I -CCK・8 の Kd 値 は ラ ッ ト 勝膜標本 で 最 も 小 さ く 、 続 い て イ ヌ 胆嚢膜標本、た 。

Concentration of KSG・504 ( ・Log M )  ル モ ッ ト 大脳皮 質膜標 本 の)11買 で あ っ た (Tab1e ヌ) 。 ま た 、 B max は ラ ッ ト 牒膜標本 >> イ

Fig . 4 ヌ 胆嚢膜標本 > モ ル モ ッ ト 大脳皮 質膜標 本 の 順 で あ っ た 。

Oisplacement of 1 25 I -CCK-8 b inding by KSG-504 in rat pancreat ic (0). canine gallbladder (. ) and guinea ト 大 脳皮 質 摸標 本 へ の 1 2 5 トCCK-8 の 結 合 はイ ヌ 胆 嚢お よ び モ ル モ ッラ ッ ト 勝 、

pi g cerebrocort i cal (口) membrane p陀parat i ons . S pecific bi ndi ng of 1 2 5 I・CC K・8 i s  express凶 出 aラ ッ ト 月草 お よ び イ ヌお よ び CC K- 8 に よ り 濃度依存的 に 置 換 さ れ た 。( Fig . 4 )  KSG-504 

percentage of control binding. Each point indicates the mean ::!:: S . E .  of 5・8 experi ments .  胆 嚢膜に 対 す る KSG ♂04 の K 値 は ほ ぼ等 し い値 で あ っ た ( そ れ ぞ れ 1 73 n M お よ び 2 8 3

モ ル モ ッ ト 大脳皮 質膜に 対 す る K ，1直は 4 1 3 μM と 膳 お よ び胆 嚢n M )  (Tab le  4 ) 。 他 方、

こ れ ら 3 種 類 の標本 に 対 す る CCK-8の K ，1直に 比 し 1，500 - 2 ，400 i:音大 き い値 で あ っ た 。

1I ハU

は 0 . 242 、 0 .5 2 8 お よ び5 . 82 n M で あ っ た 。



薗置薗箇箇薗画面園圃園面畠詣歯菌箇面園田園圃圃園田園園園田画面画面白邑

50 

40 

3 0  

2 0  

10 

(-
2
2』。
求
)
g
g-
E
ω
2
1
E
d-

Effect of KSG・504 and CCK・8 on the [12SI]・CCK・8 binding. 

KSG・504 (1.73封川内)・10.7

(2.83:tn.57)・10.7

(4.1.H:1 .93)・w・4

Ki( M) 

(3.01:t()'63)・10ー7

(4.60士2. 1 5)・ 1 0・4

IC 50 ( M) 

(2.02:tO.l1 )・1()・7

n 

8 

5 

7 

Tissue 

Pancreas 

Gallbladder 

Cerebral Cortex 

Drug 

Table 4 

手 号 事』τ4
7 6 5  

。(2.42封).08)・11)・111(2.82::!::0.09)・10.108 Pancreas CCK・8

4 8 9 10 11 12 
(5.28::!::0.71)・ 1 1)・111(5.79士0.78)・10・105 Gallbladder 

Concentration of the Drug (-Log M ) (5.82封).72)・10・9(6.48::!::0.8 1 )・1 ().97 Cerebral Cortex 

Fig . 5 

E仔ects of KS G-504 (マ)， CC K・8 (0)， GR P (.)， carbachol (口)， A23287 (・)， secret i n  ( ム ). VIP (Â) or n， number of experiments; IC50 molar concentration 01' the drug producing 50% displacement 

BayK 8644 C") on arnyla.;;e release 仕om i so lated rat p加C陀at i c aci n i . Amylase release wぉ express凶 出 aof the specific binding; Ki， inhibition constant. Values represent mean士S.E.

percentage of the i n i t i al content in acinar cel l s .  Each point  i ndicates the means:::!:: S . E .  of 6-7 experi ments .  

ト 牒腺房細胞標本 よ り の amy lase 放 出 に 及 ぼ す 影響2.  in  v i tro フツ
30 KSG・504( 1 0 - 7 - 1 0 - 4 M ) は 無刺 激 下 の腺腺房細胞 am y lase 放 出 に 対 し 何 ら 影響 を 及
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( Fig .  5 ) 。ぼ さ な か っ た

M で 最大放M よ り 濃度依存的 に amy lase 放 出 を 促進 し 、 3 X I O -1。CCK-8 は 3 XIO -1 2

M で 最 大 反応 が 見1 0- 8  M よ り am y]ase 放 出 を 促進 し 、出 が‘生じ た 。 G RP は 3 X 1 0- 1 1

で 最 大 刺 激 を 示 し た 。M ら れ た 。 carbach o l も 濃度依 存 的 に 放 出 を 促進 し 、 3 XIO - 6 

M でM お よ び 1 0- 7 A 2 3 1 87 お よ び se cret i n も amylase 放 出 を 促進 し 、 そ れ ぞ れ 3 XIO- 5

最大反応 が 見 ら れ た 。 VI P は 3 X 1 0 - 9 M で 最 大促進 を 示 し た が 、 そ の 効 力 は 弱 い も の で

ま た 電 位依存性ca チ ャン ネ ル アゴ二 ス 卜 で あ る Bay K 8644 はam y lase 放 出 にあ っ た 。

r--/ 
Control 

。
対 し 何 ら 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た O

4 5 6 7 他 方 KSG-5 04 お よ び lox ig l u m ide は 1 0 -10 M の CCK-8 に よ る 牒腺 房細 胞 か ら の

Concentration of the drugs (-Log M ) M お よ びそ の lC 5 0 値 は そ れ ぞ れ 1 .9 XIO - 6am y lase 放 出 を 濃 度 に 依 存 し て 抑 制 し 、

Fig . 6 KSGーラ04 は CCK-8 の 濃 度反応曲線 を 右 方シ フま た 、( Fig . 6 ) 。2 . 2 XIO - 6  M で あ っ た

M C C K-8 仕omE百ects of KS G-504 (0) and lox ig l u m iæ (.) on amy lぉe 陀l伺se st i m u l ated by 1 0- 1 0 
卜さ せ た が 、 CCK ・ 8 の 最 大 反応 に は 影響 を 及 ぼ さ な か っ た ( Fig . 7 A )  0 Sh i l d  Plot 解 析の

i so lated rat pancreatic ac i n i .  Amylase release was expressed as a percentage of the i n i l iaJ content in acinar cel l s  

Each point  indicates the mean :::!:: S .E . of 5 experiments . 
( Fig .  7 B ) 。KSG-504 の pA 21直は 6 . 9 +0 . 1 で あ っ た結 果 、 傾 き は 0 . 9 27 、

13 12 
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KSG・5 11 4 (・Log九-1 ) 8 1 1  l() 9 

Concentrati on of C仁K-8 ( ・L og M) 

M M )  on amyla5e release st imu l at臥J hy 3X 1 0-6 M )  and atropine ( 1 0- 7 

Fig . 8 

E仔ect s of KS G-504 ( 1 0- 4  

Fig . 7 

E百ect s of KS G-.504 on CC K-8-stimu l at凶amyl出e rel ease from isol at凶pancr，回t i c acini of rat s .  (A) ;  

M VIP from isolated 

rat pancreat ic acin i . Amylase release was expressed as a percentage of the ini tia l  content in acinar ce l l s . Each 

col u mn indicates the mean ::!:: S . E . of 6 experiments 料 ; significan t ly  different from CCh at Pく0 . 0 1

M G R P， 1 0- 7 M secretin‘ 1 05 M  A23 1 87 0r 3X 1 0-9 carbachol (CChト 3X 1 0- 9 
Amyl ase rel ease s tim u l at出 by various  concentrations of CC K-8 w出 企termin出 i n the control (0) or the 

release in control experiment . Each point i ndicates the mぬn::!:: S . E .  of 6 experiments. The S hild p lot for 

pr田ence of 0 . 3 (.)， 1 (口) or 3 ( . ) μ M  KS G・504. Res u J ts are caJ cu lat吋 as the percentage of m以i maJ

i nhibition of CC K・8・stimu l atαj amyJase release with i ncreasing concentrat i ons of KS G-S04. ( B); Li n回r-

regression analys i s  shows a s lope of 0 .927 and pA2 of 6 . 90  

3 .  i n  v i tro モ ル モ ッ 卜 回腸標本 の acety lcho l i ne お よ び hi stam ine 収縮 に 友 ぼ す 影 響

モ ル モ ッ ト の in vitro 回 腸標 本 に acety lcho l i ne を 累積 的 に 適用 す る と 濃度依存的 な 収

KSG-504 はM適用 時 に 3 .06 ::t 0 . 1 6  g ( n =6)で あ っ た 。縮 が生 じ 、 最 大 収縮高 は 1 0 - 4 M ) 、A 23 1 87 ( 1 0- 5 M ) 、G RP ( 3 X  1 0- 9 M) 、KSG- 504 ( 1 0- 4 M) は carbachol ( 3 XI O- 6 

acety lcho l ine の濃度反応曲線 に 対 し 影響 を 友 ぼ さ な か っ た ( Fig .  9 )0 atropine ( 1 0 - 8 M )  M ) に よ る amylase 放 出 に 対 し 影響 を 及 ぼ さ な かsecret in  ( 1 0- 7 M ) お よ び VI P ( 3 XI 0-9

は acety lcho l i ne の 濃度反応曲線 を 右方 に シ フ ト さ せ た OM) は carbachol に よ る amy lase 放 出 を 著明 に 抑 制 し た 。( Fig .  8 ) 0  atropi ne ( 1 0- 7  っ た
モ ル モ ッ ト の 回腸標本 に h istam ine を 累積 的 に 添加 す る と 濃度依存的 な 収縮 がま た 、

M適用 時 に 3 .28 ::t 0 . 25 g ( n=6 ) で あ っ た 。 KSG-504 は hi s tam i ne生 じ 、 最大収縮高 は 1 0- 4 

( Fi g .  1 0 ) 0  h i stam ine  H 1 受容体桔抗薬 で

M) は hi stam i ne の濃度反応曲線 を 右方 に シ フ ト さ せ た 。

15 

の濃度反応曲線 に 対 し 影響 を 及 ぼ さ な か った

あ る mepyram ine ( 3 X  1 0- 9 

14 
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4. i n  v i t ro ラ ッ ト 胃標 本 の seroton i n 収縮 に 及 ぼ す 影響

言E

ラ ッ ト のi n vi tro 胃 標 本 に seroton in を 累積 的 に 添 加 す る と 濃度依存的 な 収縮 が生 じ 、

最大収縮高 は 1 0 - 4 M 適用 時 に 2 . 24 :t 0 . 2 8  g ( n= 6 ) で あ っ た o KSG・月04 は seroto n in の

濃度反応曲線 に 対 し 影響 を 及 ぼ さ な か っ た (Fig . 日) 0 s e ro to n i n 受容体 拾抗薬 で あ る

c yproheptad i ne ( 1 0 -6 M ) は seroton i n の濃度 反応曲線 を 右下方 に シ フ ト さ せ た 。
z 。
ち 511f喧』.圃.= 。

u 

11 hF 4 ・・且 9 8 7 6 5 4 

1110 

tf ト

u = “ 。ロ
。詰』巴 50 

11 

Concentration of A Ch (-Log M ) 

Fig . 9 

E仔ects of KSG-504 and atropine on the contract i le  response to acetylcho l ine i n  i solated i J eum from gllinea 

p igs .  The maxi m llm r邸ponse of t he必se-response curve for acety JchoJ i ne before t reat ment wi t h  each寸ug

W出taken ぉ 1 00 pe陀ent . 0， Cont rol ; •. 1 0- 7 M ; 口、 1 0-6 M: •. 1 0- 5 M:ム‘10- 4 M KS G- o 

504; 企， 1 ω0一→8 Ma創tropμine. Each p卯oint i ndi代ca引te邸s the mean :t S . E. 0ぱf 6 e以 xp限e n ment臼S 
1H 9 8 7 6 5 4 

Concentration of serotonin (・Log M )  

Fig . 1 1  

100 
E仔ects of KSG-S04 and cyproheptadine on the contract i J e  response to serotoni n i n  i so lat吋 gastric funæs 

，圃旬、、官、、� 

from rats .  The maxi mu m response of the dose-response curve for serotoni n  before treatment w i th each drug 

was taken as 1 00 percent .  0， Contro J ; 口， 1 0-6 M ;  . ， 1 0-5 M ; ム， 1 0-4 M KSG・504; Â.， 1 0- 6 M 

cyproheptadine .  Each poi nt i ndicates the mean 士 S .E . of 6 experiments . 
= 
。ち 50伺』・42 。

ω 考察

9 8 7 6 5 4 
フッ ト 牒 、 イ ヌ胆嚢 お よ びモ ル モ ッ 卜 大脳皮 質膜標本 へ の 1 2 5 卜CCK- 8 結合実験の結

果 、 それ ぞ れ の膜標本 に お い て 一種類の 受 容体 の 存 在 が示 さ れ た 。 今回の ラ ッ 卜 牒膜標

本 へ の 1 2 5 トCC K-8 結合 の解離定 数 は 0. 1 9 n M で あ り 、 C hang ら の報告 ( お よ そ 0. 1 n M )  

5 2) に近い 値 カず得 ら れ た 。 一 方 、 イ ヌ胆嚢 に 対 し て CCK 受 容 体 に 関 す る 報告 が な さ れ て

い な し\0 今回の イ ヌ胆嚢 の解離 定 数 0. 3 1 n M は 、 モ ル モ ッ 卜 (0 . 3 n M ) 、 ウ シ (0.6 n M ) お

よ び ブ タ ( 0 . 5 n M ) で の報告 口 、 円 、 6 0 ) と ほ ぼ等 し い も の で あ っ た 。 モ ル モ ッ 卜 大脳皮

o 

Concentration of histamine ( -Log M ) 

Fig .  1 0  

Effects of KSG・504 and mepyramine on the contract i le response to h i stamine ìn ìsolated ìJeum from gll i nea 

p igs .  The maximum response of the dose-response curve for hi stamine before treatment  w i th each dmg w出

taken ぉ 1 00 percent .  O.Control: •. 1 0- 7 M; 口， 1 0-6 M; . . 1 0- 5 M;ム， 1 0- 4  M KS Gろ04; Â.. 

3Xl0 9 M mepyramine . Each po int  indicates t he mean:t S .E . of 6 experìments 
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質膜を 用 い た 、 今回の結果 (0 . 8 8 n M ) は I n n is と S ynder の報告 ( お よ そ 0 . 3 n M )  29) 

よ り や や 大 き い値 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 今回用 い た ラ ッ ト 牒 お よ び モ ル モ ッ 卜

大 脳皮 質膜標 本 の CCK-8 に 対 す る 親和性は 文献値 と 大 き く 異な ら な い こ と 、 さ ら に は

イ ヌ胆嚢膜標本 の CCK -8 に 対 す る 親和性も 他種動物胆嚢 で 報告 さ れ て い る 親和性と ほ

ぼ等 し い こ と が判明 し 、 以 下 の 考察 を 行 っ た 。

1 2 5卜CC K-8 結 合 の Bmax は ラ ッ ト 腺膜 >> イ ヌ胆嚢膜 > モ ル モ ッ ト 大 脳皮 質 の 順 で

あ り 、 牒 と 大 脳皮 質 の CCK 受 容 体 数 に は 50 倍 の 開き が見 ら れ た 。 l n n i s と S ynder も ラ

ッ ト 膳臓の CCK 結 合 部 位数 は モ ル モ ッ ト 脳の お よ そ 3 00 倍 と 報告 し て お り 29\膳領域

に お ける CCK 受 容体密度の 高 さ が確認 さ れ た O ま た 、 イ ヌ胆 嚢 の Bm ax 値 は モ ル モ ッ

卜 胆嚢 ( 1 2 fm o llmg protein )  5 8 ) お よ び ウ シ 胆嚢 ( 1 0 1 f m o lJmg p ro te in ) 6 1 ) の Bm ax 値 と

近い値 で あ り 種差 は 少 な い と 考 え ら れ る が、 ラ ッ ト 勝臓 と は 20 倍の 聞 き が見 ら れ た 。

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 用 い た 検討 で も 、 ラ ッ ト 勝 腺房 細胞 に は 少 な くと も 5 .0 00 ・

1 0 ρ00 の CCK 結合部位が ある 6 1 )の に 対 し ハ ム ス タ ー 胆嚢平滑筋細胞 で は 2 つ程度 6 2) 

と 報告 さ れ て お り 、 胆嚢 に 比 べ膳臓の CCK 受容体密度 の方 が高 い と 考 え ら れ る 。

勝 、 胆嚢 お よ び大 脳皮 質膜標本 に お い て CC K-8 は 1 2 5 卜CC K-8 の結合 を ほ ぼ等 し い効

力 で 置換 し て お り 、 CCK・8 の CCK-A お よ び gastrin I CCK- B 受 容 体 に 対 す る 結 合 親和性

に 差 の な い こ と が示 さ れ た 。 一 方 KSG・504 は 牒 お よ び胆嚢膜標本 で の 1 2 5 卜CC K-8 の結

合 に 対 し 、 大 脳皮 質 に 比 べ 1 ，500 - 2 ，400 倍 高 い 置換能 を 示 し た こ と か ら 、 CCK- A 受容

体 に 対 し 極め て 高 い 選択性を 有 す る こ と が明 ら か と な っ た 。

腺外分泌 は 消化管 ホ ル モ ン で あ る CCK、 GRP、 secret i n 、 V I P お よ び 副交感神経 伝達物

質 で あ る acet ylcho l i ne に よ っ て 調節 さ れ て い る 。 い ずれ の物 質 も 腺 房 細 胞膜に あ る そ れ

ぞ れ の 受容 体 に 結合 し 刺激 を 伝達 す る 。 CCK -8 ， G RP お よ び carbacho l に よ る 分 泌 は 細

胞 内 Ca 濃 度 の 上昇 を 介 し て 伝達 さ れ る 6 3 、 6 4 10 そ れ 故 、 Ca ionophore で あ る A23 1 87

も 豚外 分 泌 を 促進 し た 。 し か し な が ら 電 位依 存 性Ca チ ャ ンネル アゴニ ス ト で あ る Ba yK

8 644 が全 く 影響 を 及 ぼ さ な か っ た こ と よ り 牒 腺 房 細胞 に お い て 電位依 存 性の Ca 流 入経

路 は 存在 し な い と 考 え ら れ る 。 一方 、 secret i n お よ び VI P に よ る シ グ ナ ル は 細胞 内 cA M P

濃度の上昇 を 介 し て 伝達 さ れ る 6 5 ) 。

KSG・504 が無刺激下 勝 腺房細胞 よ り の am yl ase 放 出 lこ対 し 何 ら 影響 を 及 ぼ さ な か っ た

18 
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こ と よ り 、 KSG-504 自 身は CCK 受 容体促進作用 を 全 く 持 ち 合 わ せ て い な い こ と が明 ら

か と な っ た 。 ま た 、 KSG ・504 は CCK- 8 に よ る am ylase 放 出 の み を 競合 的 に 阻害 し た 。

し か し 他の 受容体促進物 質 お よ び受容体以 降の機構 を 活 性化 す る 物 質 に よ る はm ylase 放

出 に は 影響 を 及 ぼ さ な か っ た こ と 、 ま た in v i t ro モ ル モ ッ ト回揚標本 acet ylchol ine 収縮 、

h istam i ne 収縮 、 III vltro ラ ッ ト 胃 標本 seroton1I1収縮 に 影響 を 友 ぼ さ な か っ た こ と よ り 、

KSG- 50 4が CCK 受容体以 外 の 受 容体 お よ び受容体以降の機構に は 影響 を 及 ぼ さ な い

CCK 受容体 の 競合 的 な 措 抗薬 で あ る こ と が示 さ れ た 。

以 上 、 KSG- 504 は CCK-A 受 容体 に 対 し g astri n I CCK-B 受容体 に 比 し 1 ，000 倍以上の

選択性を 有 す る 、 CCK 受容体 に 特 異的 か つ 競合 的 な 拾抗薬 で あ る こ と が明 ら 力Eと な っ

た 。

な お 参考 デ ー タ と し で 、 キ ッ セ イ 薬品 工業 ( 株) に お い て KSG-504 以外 の CCK 受容

体括 抗薬 を 合成 し 、 ラ ッ ト 勝膜お よ び ラ ッ ト 大 脳皮 質膜へ の 1 2 5 トCCK- 8 結合 に 及 ぼ す

影 響 を 検討 し た 結果 を 、 そ れ ぞ れ Fig . 1 2 、 Fig . 1 3 に 、 ま た そ の I C 5 0 値 を Tab le 5 に 示

す 。 KSG-484 は KSG -5 04 の ラ セ ミ 体 で あ る 。 CCK-A 受 容 体 に 対 す る 選 択 性 は

benzodiazep i ne 誘導体 L ・3 64 ，7] 8 (S 体) が最 も 高 く、 L-365 ，260 ( RS 体) が 最も 低 い こ

と が明 ら か と な っ た 。 し か し な が ら Fig . 1 2 、 F i g . 1 3 お よ び Table ラ で使用 し た し365 ， 260

は 当社 で 合成 し た ラ セ ミ 体 で あ る 。 Lot t i と Chang に よ り 報告 さ れ て い る 4 7 L-3 65 260 

は 光学活 性体 ( R 体) で あ り 、 gastr i n / CCK-B 受 容 体 に 対 し よ り 高 い 選択性を 示 し て い

る 。 こ れ ら の 結果 よ り 、 benzod i azepi n e 誘導体 に よ る CC K-A お よ び gastri n /CCK-B 受容

体の 識別 に は そ の 立体構造が大 き く 関与 し て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら L-364 ，7 1 8 を は

じ め と す る benzod iazep ine 誘導体 (Tab le 2 ) は 水 へ の 溶 解 性が 極め て 小 さ く、 動物 実 験

に お い て 胆汁中 に 析出 し 胆石 の 原 因 と な る こ と が知 ら れ て い る 。 g lu taram ic ac id 誘導体

で は lorg l u m ide の CCK-A 受容体へ の 親和性が最 も 強か っ た が\こ の化合物 は 細胞傷害

性が ・比 較 的 強か っ た 。 こ れ は lorg l u m i de の di pen t yl 部位の 脂 溶 性の 高 きが関与 し て い る

と 考 え ら れ る 。 loxig l u m ide は d ipen t yl 部 位に ether 結合 を 加 え 脂 溶 性を 低 く し た 化合物

で あ り 、 CCK-A 受容体 に 対 す る 親和性は lorg lu m ide に 比 べ や や 劣る が細胞傷害 性が あ

る 程度 改善 さ れ て お り 臨 床 面 で の応用 が進 め ら れ て い る 。 し か し な が‘ ら 、 loxig l u m ide

は ア ミ ノ酸誘導体 で あ り 経 口吸 収 な ど に 問題が残 る と 共 に 、 ラ セ ミ 体 で あ る た め 1 / 2
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benzod iazep i ne 誘 導体 が S 体 で あ る 事 と 異な っ た 点 は 興味深 い 点 で あ っ た 。 ま た KSG・

5 04 ( R 体) を ラ ッ ト の静脈 内 に 投与 し た 際 、 血中 に KSG-5 20 (S 体) が検 出 さ れ な か

っ た こ と よ り 、 生体内 で は KSG-504 の 異性化 が生 じ な い こ と が.確認 さ れ て い る ( 未発

表 デ ー タ ) 。
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が 不活 性体 で あ る 。

KSG-504 の ラ セ ミ 体 で あ る KSG -484 は CCK- A 受 容体 に 対 し loxig l u m ide と ほ ぼ 同 等

の 親和性お よ び 選択性を 示 し た 。 R 体 で あ る KSG♂04 は 、 光学分 割さ れ た こ と に よ り

CCK-A 受容体 に 対 す る 親和性お よ び 選択性が さ ら に 向上 し た 。一 方 S 体 で あ る KSG-S20

の CCK- A 受 容 体 に 対 す る 選択性 は KSG- 5 04 よ り 低 く 、 CCK-A 受容体 に 高親和性の

Concentration of the drug (-Log M ) 

50 

Fig . 1 3  

Displacement of 1 2 5トCCK-8 binding by CCK-8 (0) ，  L・364司7 1 8 (.) ，  L-365 ，260 (口)， lorgl umide (.)， 

l ox ig l um iæ (ム) and KS G・504 (.... ) i n  rat cerebroconical membrane preparat i on .  S peci日c binding of 

1 2 5卜CCK-8 bindi ng i s  expressed as a percentage of control b inding .  Each point  indicates the mean of 4-5 

。000

 

司Ea
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e

expenments . 
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Table 5 Effect of CCK-8 and CCK-antagonists on the 1251・CCK・8 binding. 

。
11 ov

 

--且 9 8 7 6 5 

Drug Pancreas ( ICso; M )  Cerebral  Cortex ( I C50; M ) Ratio (C.c. / P ) 

CCK・8 2.8 X 10・10 7.2 X 10・9 26 

L・364，718 (S )  3 . 9  X 10 ・10 1.1 X 10-6 2820 

L・365，260 ( RS )  
.8 1.2 X 10・73.2 X 10 4 

Proglumide 2.5 X 10・4 > 10 .3 

Lorglumide (RS )  6 . 8  X 10・8 3.5 X 10・6 52 

Loxiglumide ( RS )  2 . 8  X 10・7 2.5 X 10 -5 86 

KSG・484 (RS) 3.4 X 10 ・7 2.1 X 10・5 62 

KSG・504 ( R )  2 . 1  X 10・7 7.5 X 10・5 357 

KSG・520 (S)  33X10
6 -5 

5 1.7 X 10 

Concentration of the drugs (-Log M ) 

Fig .  1 2  

Displacement of 1 2 5 1・CCK-8 binding by CCK-8 (0 ) ，  L-364，7 1 8  (.) ， pentagastri n (口) ， Iorgl umide (. ) ，

l ox ig l um iæ (ム) and KSG・504 (企) i n  rat pancreat i c  membrane preparat i on . S pecific b i nding of 1 25ト

CCK-8 i s  express吋 as a percentage of control b inding .  Each poin t  indicates the mean of 3与experi ments .
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第 2 部 KSGーラ04 の ln V1VO 勝機能 に 及 ぼ す 作用 の 機討

序

第 2 部 で は 、 KSG-5 04 の in vi vo 膝外分泌 お よ び内 分泌機能 に 対 す る 作用 な ら び に 実

験急 性腺 炎 モ デ ル に 対 す る 作用 を 検 討 し 、 急 性腺 炎 治療薬 と し て の 可 能 性を 考察 し た 。

実 験材料 お よ び方法

ト実 験動物

Wistar 系 雄 性ラ ッ ト ( 200 - 350 g ) 、 日本 白 色種 雄 性ウ サ ギ(2 . 3 - 3 .2 k g ， 日本工ス 工ル

シ ー ) 、 雌雄雑犬( 5 - 1 3 kg ) お よ び雌 ビ ー グ ル犬 ( 7 - 1 2 旬、 オ リ エン タ ル 、 東 京 ) を 用

い た 。

2 . 使用薬物

c aeru le in  ( ぺプチ ド 研 ) 、 enteroki nase お よ び benzo yl -arg i n i ne p-n i t roan i l i de (BA P NA)  

(S igma) 、 12 5 トCCK-39 お よ び CC K- 8 特 異的 抗血 清 ( 大 塚 ア ッ セ イ 研 、 徳 島 ) 、 gabexate

mes i late (小野薬品 、 大 阪) を 実 験 に 用 い た 。

3 . 実 験方法

1 ) 麻酔下 ラ ッ ト 膝外分 泌 に 及 ぼ す 影 響

ラ ッ ト 勝外分泌 は 白 鳥ら の方法 6 6 ) に 従 っ て 測定 し た 。 ラ ッ ト を 1 夜絶 食 し た の ち 、

u re th an e  ( 1 . 5 g/kg ) の 皮 下 投与 に て 麻酔 し 、 気管 お よ び大腿静脈 に カ ニ ュ ー レを 挿 入 し

た 。 腹 部 を 正 中 切 開 し 、 肝間 部 に て 胆 管 に ポ リ 工チ レ ン チ ュ ー ブ ( PE- I 0 、 Be cton

Dick inson 、 USA) を 挿 入 し 、 実 験中 胆汁 を 体外 に 流 出 さ せ た O さ ら に 十二指腸 関口 部 に

て 胆管 に ポ リ 工チ レン チ ュ ー ブ( PE- I O ) を 挿 入 し 、 月草 液 を 採取 し た 。 ラ ッ ト 腔外分泌 に

対 す る KSG-504の作用 は 以下 の 5 通 り の 実 験条件で検 討 し た 。

ト a . CCK- 8 誘発勝外分泌

1 n g  k g  1 m i n " の CC K- 8 を 3 0 分 間 静 脈 内 に 持続注 入 し た 。 生理的食塩液投与群 ( 生 食
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群 ) に は 生理 的食塩液 を 0.0 1 m JJmin の 流速 で 静脈 内 に 持続注 入 し た o KS G -504は C C K- 8

投与 3 0 分 前 よ り 静脈 内 に 持続注 入 し た 。 月草液 を 3 0 分毎 に 採取 し 、 勝 液 中 の am ylase 量

を 測定 し た 。 も う 一 つ の方法 と し て 、 0 .5 μg/kg の CC K-8 を 静脈 内 に 投与 し た ι KSG-504

は CC K-8 投与 の l 分前 に 静脈 内 投与 し た 。 勝 液 を 3 0 分 ご と に 採取 し 、 月草液 量 な ら びに

膳 液 中 の 蛋 白 、 am ylase 、 tr yps i n お よ び l i pase 量 を 測定 し た 。

トb . カ ゼ イ ン 誘発血禁 中 CCK 濃度 お よ び牒外分泌

1 0% casein 溶 液 を 2 . 3 m 1 l 30 m i n の 流速 で 3 0 分 間十二指腸 内 に 持続注 入 し た 。 生食群

に お い て は 1 0% casein の 代 わ り に 生理 的 食塩 液 を 2 . 3 m JJ 30 m i n の流速 で 十二指腸 内 に

持続注 入 し た 。 KSG- 5 04 は case in 投与 30 分 前 よ り 静脈 内 に 持続注 入 し た 。 月草液 を 30

分 ご と に 採取 し 、 勝 液 中 の am ylase 量 を 測定 し た 。 実 験 終了後 、 生食群 お よ び、casein 群

の ラ ッ ト の下 行大 動脈 よ り hepar in 採血 し 血禁 中 CCK 濃度 を 測定 し た 。

l -c .  secreti n と CC K-8 の併用 に よ り 誘発 さ れ た 膳外分泌

secre tin  (0 . 3  n g  kg " m in ")単独 、 CCK -8 ( 1  ng kg " m in 1 )単独 も し く は se cret ll1 お よ び

CCK- 8 を 同 時 に i 時 間 静脈 内 に 持続注 入 し た 。 生食群 に は 生理的食塩液 を 0 .0 1 m llmin 

の流速 で静脈内 に 持続注 入 し た 。 KSG- 5 04 は se creti n も し く は CCK- 8 投与の 30 分 前 よ

り 静脈 内 に 持続注 入 し た 。 勝 液 を 1 時間 ご と に 採 集 し 、 月草液 量 な ら び に 膝 液 中 の重炭酸

お よ び am ylase 量 を 測定 し た 。

l -d . 非刺激時の膝外分泌

KSG- 5 04 静 脈 内 投与前 30 分 間 な ら び に 投与後 30 分 間 の豚 液 を 採取 し 、 月草液 量 お よ

び膝 液中 の am ylase 量 を 測定 し た 。

i・e . 十二指腸 内 投与 し た KSG-S04 の牒外分泌 に 対 す る 影響

l μg/kg の CCK-8 を 静脈 内 に 投与 し た 。 KSG-504 は CCK・8 投与 1 0 分前 に 十二指腸 内

投与 し た 。 月草液 を 3 0 分 ご と に 採取 し 、 勝 液 中 の am ylase 量 を 測定 し た 。

2) 麻酔下 イ ヌ牒外分 泌 に 及 ぼ す 影 響

1 夜絶食 し た イ ヌ を pentobarb i tal ( 30 m g/kg ) の 静脈 内 投与 に て 麻酔 し 、 気管 お よ び大

腿静脈 に 力ニュ ー レ を 挿 入 し た の ち 腹部 を 正中 切 開 し た 。 主膝 管 に ポ リ エチ レ ン チ ュ ー

ブ ‘( P E - 50) を 挿 入 し 、 勝 液 を 2 0 分 ご と に 採取 し た の ち 、 腺液 中 の am ylase 量 を 測定 し た 。

0 . 1 μg/kg の CCK・8 を 静脈 内 投与 し 、 勝 ア ミ ラ ー ゼ分 泌 量 が一 定 に な っ た の ち 、 被験薬
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を CC K-8 投与 l 分前 に 静脈 内 投与 し その作用 を 検討 し た 。

3 ) 麻酔下 ウ サ ギ牒外分泌 に 及 ぼ す 影 響

1 夜絶食 し た ウ サ ギ を urè lhane ( 1 . 2 g/kg ) の 皮下 投与 に て 麻酔 し 、 気管 お よ び大腿静

脈 に カ ニ ュ ー レ を 挿 入 し た の ち 腹 部 を 正 中 切 開し た 。 勝管 に ポ リ 工チ レ ン チ ュ ー フ

( PE- I O ) を 挿 入 し 勝液 を 30 分 ご と に 採取 し た の ち 牒 液 中 の am ylase 量 を 測定 し た 。 2

μg/kg の CCK-8 を 3 0 分 毎 に 静脈 内 投与 し 、 勝 am ylas e 分 泌 量 が一 定 に な っ た の ち 、 被験

薬 を CC K-8 投与 l 分前 に 静脈 内 投与 し その作用 を 検討 し た 。

4) 覚醒下 ラ ッ ト 牒 内 分 泌 に 対 す る 影響

ラ ッ ト を 1 夜絶食 し て 実 験 に 用 い た o KSG- S04 投与 30 分 前 、 1 5 お よ び 60 分 後 に 眼

寓動脈 よ り 0 . 5 m l ずつ hepari n 採血 し た 。 血液 を 3 ，000 rpm で 1 0 分 間 遠心 ( K R-600 P;

ク ボ タ ) し 血禁 を 得 た の ち 血禁 中 の i m m u no r e act i ve i n su l in ( l RI ) 濃度 を 測定 し た O フッ

ト 腕 内 分 泌 に 対 す る KSG- 504 の作用 は 以下 の 3 通 り の 実 験条件で検討 し た 。

4-a .  g l ucose 誘発 insu l in 分泌

ラ ッ ト に g lucose 1 g/kg を 経 口 投与 し た 。 KSG-504 は g lucose 投与 i 分 前 に 静脈 内 投

与 し た 。

4-b .  g l ucos e と CC K・8 の併用 に よ り 誘発 さ れ た i n su l i n 分泌

ラ ッ ト に g l ucose 1 g/kg を 経 口 投与 し 直 ち に CCK-8 0 . 5 μg/kg を 静脈 内 投与 し た 。

KSG・504 は gl ucos e 投与 l 分前 に 静脈 内 投与 し た 。

4-c . 非刺激時 の i nsu l i n 分泌

ラ ッ ト に KSG-504 を 静脈 内 投与 し 、 その 作用 を 検討 し た O

5 ) イ ヌの ca e ru l e i n 誘発急 性腺 炎 モ デ ル に 対 す る 予 防 効 果

1 夜 絶食 し た イ ヌ を pentobarb i tal ( 30 mg/k g ) の 静 脈 内 投与 に て 麻酔 し 、 気管 お よ び大

腿動静脈 に カ ニ ュ ー レ を 挿 入 し た 後 、 caeru l e i n ( 2 5 ドg/kg ) を 皮 下投与 し 急 性腺 炎 を 作成

し た 。 KSG-504 を ca e ru le in 投与の 30 分前 よ り 静脈 内 に 持続注 入 し 、 経 時 的 に heparin

採血 を 行 い 、 血禁 中 の am ylase お よ び l ipas e 濃度 を 測定 し た 。
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6) ラ ッ ト の caeru l e i n 誘発急 性腺 炎 モ デル に 対 す る 治療 効 果

1 夜絶 食 し た ラ ッ ト を u rethane ( 1 . 5 g/kg ) の 皮 下 投与 に て 麻酔 し 、 気管 、 頚動脈 お よ

び大腿静脈 に 力 ニ ュ ー レ を 挿 入 し た 後 、 ca e ru le in ( 50 μg/kg ) を 1 時間 ご と に 計 4 回皮下

投与 し 急 性腺 炎 を 作 製 し た 。 KSG-504 お よ び、 gab e xate m e si lat e を 最終 caeru le in 投与の

30 分後 よ り 静脈 内 に 持続注 入 し 、 経 時 的 に heparin 採血 を 行 い 、 血禁 中 am ylase お よ び

l i pas e 濃度 を 測定 し た O

4. 分 析方法

am yl as e 濃度 は am ylas e -B T e st Wako を 用 い CM-am ylos e DEX 法 に で 測定 し た 。 蛋 白 濃

度 は Low r y法 5 3 ) に で 測定 し た 。 tryps i n 濃 度 は ent e rok i nas e を 用 い て tryps i nogen を 活 性

化 6 7) し た の ち BAP NA 法 6 8)に て 測定 し た 。 l i pas e 濃度 は Lipas e k i t  A " M arupi " ( 大 日本

製 薬 、 大阪) を 用 い BALB- DT NB 法 に て 測定 し た O 重炭酸濃度 は 自 動血液 ガ ス 測定 シ

ス テ ム ( S ysm e x A VL99S : 東亜 、 東京) を 用 い て 測定 し た O

血禁 中 の CCK は 以 下 の方法 を 用 い て 測定 し た り ) 0 2 m l の 血祭 を 2 m l の 0 ラ M

tri e th ylam in e と 混合 し 、 前 も っ て 5 m l の ac e ton itri le と 1 0 m l  の cth anol で 洗浄 し で お い

た S e p -Pak カ ー ト リ ッ ジ (Waters， M i lford ， M A ，  USA) を 通過 さ せ た 。 20 m l の 蒸 留水 で‘

洗浄 し た の ち 、 2 m l の ac e ton i t ri l e / D.W . (50 :50 vlv ) で CCK を 抽 出 し 窒素 気流下乾燥 さ

せ た 。 乾燥 さ せ た サ ンプル を 0 . 2 m l の 0 .03 M p hosphat e  b u ffer ( p H  7 . 6 ) に 溶解 し 1 2 5 卜

CC K-39 と CCK・8 特 異的 抗血 清 を 用 い て CCK 濃度 を 測定 し た 7 0 ) 。

l m m u noreac t i v e  i llsu l i n  ( l Rl ) 濃度 は I nsu l i n ' Ei ken '  Rad ioimmunoassa y Kit (栄研 、 東京)

を 用 い two-ant ibod y 法 に て 測定 し た 。

5 . 統計処理

測定値 は 平均値 士 標準誤差 で 表 し た 。 多群聞 で の 有意 差 の検定 は Du n netl の 多 重比

較検定 法 を 、 2 群 聞 の検定 は Stud e n t の t- test を それ ぞ れ 用 い て 行 っ た 。 ま た 危険率 が 5 %

以 下 の 場 合 を 有意 で あ る と 判 定 し た 。
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実 験結果 Etl・'ect uf KSG ・504 on CCK-8 stimulated pancreatic exuc吋ne secretion i n  anesthetized rat.，・
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Table 6 

Group 

ト 麻酔下 ラ ッ ト 牒外分泌 に 及 ぼ す 影 響
7JH2.4 42:t 1 6 1 77:!:44 O.93:tH .2S 24. 1 :t2.7 7 Saline 

1 26.5:t l I .S #岸352::!:42 桝1 832:t 1 87 非#5.85坤.25 柑59.6:t3.3 柑8 Control ( CC K -8) I -a .  CCK-8 誘発膝外分泌

tl8.9:t 1 4.4 235::!:36 本1 048:t I JS 4.1ゆ::!:0.42 料48'(í:t4.り8 0.3 KSG-5114 CCK・8 ( 1  n g  kg - ' m i n - ' ) の 静脈 内 持続 注 入に よ り 膳 am ylase 分 泌 量 は 有意 に 約 2 _ 1 倍
43.8:t 1 1 .5 傘

3.'\.6士8.3 ** 

200:t29 車 市

1 1 9:t21 1 本 *

886:t87 * 

4S7:t67 本 *

3.67::!:1I.32 材

2. 1 1出).25 料

44.S:t3. 1 * 本

28.8:t2.9 * 本

8 
7 3 ( Fig _  1 4) 0 KSG-504 の静脈内 持続注 入は こ の CC K-8 に よ る ア ミに 増 加 し た( n =  1 6) 

The value represents mean::!:S.E. of 7・8 rats. 柑 : P<II.1 I 1  vs saline group. 
1 00 μg kg ' m in ' の 投与 で は 生食群の 分 泌 量 に ま でラ ー ゼ分泌 を 用 量依 存 的 に 抑制 し 、

掌 : P<O.05， * *  : P<()'()l vs control group. KSG-504 の ED 5 0 1i直 は 1 8 μg k g- '  m i n- ' で あ っ た 。

「 午 * I 1 200 

抑 制 し た 。

ト b . case in 誘発血禁 中 CCK 濃度 お よ び膝外分泌

生理 的 食塩液 を 十二指腸 内 に 持続注 入 し た 生 食群 ラ ッ ト の血 禁 中 CCK 濃度 は 0 _9 1 1 
55em

 

1 0% case in を 十二 指腸 内 に 持続注 入 し た case in 群 ラ ッ ト の血一 方 、0 .25  p M で あ っ た 。
\
戸同 ま た 、 case in の 持続注 入に よ。( Fig _ 1 5 ) 業 中 CCK 濃度 は 3 .44 1 0 _ 5 2  p M に 上昇 し た

600 
一-
2
色-
2-

に 増 加 し た(n = 1 8 ) り 膝 am ylase 分 泌 量 は 226 1 28 I U/30 m i n か ら 573 1 96 I U/30 m in  
》副市町碍-h

し か し な が ら 生理的食塩 液 の 持続注 入は 膝 am ylase 分泌 に 影響 を 及 ぼ さ な。( Fig .  1 6) 
Ed司 KSG-504 

の 静脈 内 持続注 入は case in に よ る am ylase 分泌 を 用 量依 存 的 に 抑 制 し 、 50 μg kg ' m i n I 

の 投与 で は 正 常 群 の 分 泌量 に ま で 抑 制 し た 。

(注 入前 2 1 8 1 48 I U/30 m i n お よ び注 入後 228 1 6 1 I U/30 m i n )  ( n= 1 2 )0 か っ た

Aり凸リ-E且30 AV
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C CK-8 Saline 
。

KSG・504 ( μ e ke- I miri l ) Control Contrnl 

4.11 
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Fig .  1 4  

Effects of KSG-504 on pancreatic amyl ase secret ion induced by i ntravenous i nfu s ion ofCCK-8 at a dose of 

Intravenous i nfus ion of KSG-504 was start吋 30 min  before CC K-8 1 ng kg" m in  ' in aneathet i zed  rats 

i nfus íon _  Each co l u mn i ndícates the mean 土 S . E . of 1 2・ 1 6 rats _ * ;  s ign ificant ly different from CC K・8 control 

at Pく0 .05 .

CCK-8 (0 _ 5 陪Ikg) の静脈 内 投 与 に よ り 膝 液 分 泌 量 は 投与前 の 2 . 4 倍 に 増 加 し た (Tab l e

1 0 . 4 、 8 . 4 おま た 、 勝 蛋 白 、 am ylase 、 t ryps i n お よ び li pase 分泌量 は それ ぞ れ 6 _ 3 ，。6 )  

}

 

{

 

•

 

j

 

4

 

よ ぴ 1 6 _ 2 倍 に 増加 し た 。 KSG-504 を CCK-8 投与の 1 分前 に 静脈 内 投与 す る 事 に よ り 豚
) ()% Casein Salinc 

1 5  F ig KSG -504 の CCK・8 誘発膝液 な ら びに液 お よ び勝酵素 分 泌 は 用 量依 存的 に 抑 制 さ れ た O

Plasma CC K concentrat ions of normal rats and rats inむaduodenaJ l y infused w i th 1 09t case in .  Each co l umn 

i ndicates the mean :::t S . E . of 1 2・ 1 8 rat s . キ キ ; s ign ifí cant ly  differenl from sal i ne at P<O .O  1 .  

勝蛋 白 、 am ylase 、 t r yps i n お よ び l i pase 分泌 に 対 す る ED 5 0 値 は それ ぞ れ 0 . 8 6 、 0 . 4 3 ， 0 . 7 6 、

0 . 29 お よ び 0.84 m g/kg で あ っ た 。
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Salillゼ S�ιrdiu 仁CK-8
当刈ìne Secr('lin じCK-llSalin� Secre(i" CCK-ll 

Casei n 2o 50 
Control KSG・504 ( μg kg - 1m i n - 1 ) 

Sal ine 
Control 

() 
Fig .  1 7  

E仔ects of i ntravenous infus ion of  secreti n  (0 . 3  ngkg" 1 min- ' )  or CCK-8 ( 1  ng kg- ' m in- l ) on pancreat icju ice 

vol u me ( A)， bicarbonate output  ( 8 )  and amylase output  (C )  in anesthetized rat s .  Each column indicates t he 

mean 士 S .E . of 5 rats .  * * ;  s ign ifîcant ly di仔erent from sal i ne at Pく0 .0 1 .

F ig .  1 6  

E仔ects of KS G・504 on panc陀at i c amy lase secret i on i nduced by i ntraduoænal i nfus ion of 1 0守 casei n i n  

Intravenoll s i nfus ion o f  KS G-.504 wぉ started 3 0  m i n  before the cぉei n i nfu s i on . Each anes thet i z凶 rat s

col u mn indicates the mean ::t S . E .  of 1 2- 1 8  rat s . 料 ; s ign iticant l y  different from casein control at Pく0 . 0 1 .

c. 
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ご邑百。za
gfau一国

A. 
l -c _  secret i n と CC K-8 の併用 に よ り 誘発 さ れ た 牒外分泌

勝重炭酸分泌量 は secret i n ( 0 . 3  ng  kg  1 m i n  1 ) の 持続注 入、 勝 am ylase 分 泌 量 は CC K-8 ( 1  

胤}

』
去三 40
. 
5 。;. '" ω 
恒『

( Fig  n g  kg " m i n ") の持続注 入に よ り それ ぞ れ 約 2 . 5 倍 お よ び 6 . 1 倍 に 有 意 に 増 加 し た

1 7 ) 。 ま た 、 勝 液 分泌 量 は secret i n な ら びに CCK-8 に よ り それ ぞ れ 約 2 倍 に 有意 に 増 加

KSG-504 ( 1 00 μg k g  1 m i o  1 ) の 静脈 内 持続 注 入は secret J n に よ る 勝液分泌 お よ び豚し た 。

重炭酸分泌 に 対 し 影響 を 及 ぼ さ な か っ た が ， secret in に よ る 膝 am ylase 分泌量 を 1 I 2 に
20 

( Fig .  1 8 ) 0 CC K-8 を secret in と 同 時 に 静脈 内 に 持続 注 入す る と secret i n 単低下 さ せ た

独 時 よ り も 腺外 分 泌 量 が増 加 し た (Table 7 ) 。 特 に am ylase の 分 泌 量 は 有 意 に 増 加 し た 。

S.crctln + 

KSじ・504

Secn:tin St'frelin 拘:cn't i n +KS( ; -5U4 KSG-504 は CCK-8 と secret in の併用 に よ る 豚液 お よ び重炭酸分泌量 を secret ln 単独 時 の

Fig . 1 8  レ ベル に 抑制 し 、 am ylase 分 泌 量 を secret i o 単独時以下 に 抑 制 し た 。
E百ects of KSG-504 on pancreatic j u i ce vol u me ( A)， bicarbonate outpll t  ( 8 )  and amylase output  (C )  ioouced 非刺激時の腺外分泌d

 
・・2且

by i ntravenoll s  i nfus ion of secret in at a dose of O . 3  ng kg' l m in- ' .  I n travenous infus i on of KSG・504 at a dose 3 mg/kg の KSG-504 を 静脈 内 に 投与 す る と 、 非刺激時の勝 am y l ase 分泌量 は 有意 に 抑
of l 00 μg kg- ' m i n- l  was started 30 min  before secretin i nfus ion .  Each col u mn indicates the mean 士 S .E . of

7-8 rats .  
。(Table 8 )  制 さ れ た が 、 騨 液 分 泌 量 は 変化 し な か っ た

29 28 



EfTect of' K S G ・5114 on secretin plus C C K・8 stimulatcd pancreatic exりcrine secretion in anesthetized rats. Table 7 
PくO.Ol

「一一一一「1 200 A my la!叩
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斗主正巳」
Vülume 

( とI/hr )

n Düse 

( 己記kglmin， i.v. ) 

G roup 

持制》

(
EE。円
三dM)
百円22。
82hgd『

400 

452:t 1 1 8 5.07:tO，35 62.S:t 4.5 9 Secretin 

1 48! 社4110 # 6.57士11.7397.お:t 1 7.3 8 Control (Secretin + C C K-8) 

96 1 :t243 

990土339

5.37:tり. 6 5

4.8 l :tり.3 1

75.7:t l り.5

7 1 .7:t 7. 1 

7 

8 

}

 

{

 

l
 

311 
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344:t 70 * 

The value represents mean:tS.E.  of 7・9 rats. # :  p.くO.H5 vs secretin treated group. 

4.93士H.5867. l:t 4.0 8 }

 

t

 

i

 

--

本 : P<II.1I5 vs control grnup. 

30 1 0  3 Saline CCK-R 
Contrnl Control 

。

K討( ; -504 ( mg/kg， i .d. ) 
Fig .  1 9  Effect of KSG-504 on basal pancreatic exoc rine secretion i n  anesthetized rats. Table 8 

E百ects of KSG-504 on pancreatic amylase secretion i nduced by i ntravenous i nject ion of CCK-8 at a dose o[ A mylase 

( I U/30min ) 

Volume n Dose G roup 
l μg/k.g in anesthetized rats .  Sod ium carboxymethylcel l u lose (CMC，  0 . 5 � )  or KSG-504 was intraduodenaJ ly ( μ1130min ) L!!!gL出， i. v . ) 

injected 1 0  m jn  before CCK-8 i nject ion .  Each col umn i ndicates the mean 士 S . E. of 5 rats . 料 ; s igni ficantly 380::!: 71 2 1 .5士 1 .81 0  Saline 
different from CCK・8 control  at P<O . O I .  267::!: 79 1 9.7::!:2.2 9 1 KSG-504 

1011 

50 

(-
2
言。u
右
京)
吉
e
g
gsh
g〈

1 76::!: 3 1 申

The value represents mean::!:S.E. of 8・ 1 0 rats. 

1 8. 1 ::!: 1 .2 

* : P<0.05 vs saline g roup. 

1 0  3 

l -e . 十二指腸 内 投与 し た KSG・504 の牒外分泌 に 対 す る 影響

CCK-8 ( 1 μ gtkg ) の静脈 内 投与 に よ り 牒 am y lase 分 泌 量 は 有意 に 約 8 . 8 倍 に 増加 し た

KSG-5 04 の十二指腸 内投与 は CCK- 8 に よ る 牒 am y lase 分泌 を 用 量 に 依存

そ の E D 5 0 イ直 は 1 2 . 1 m g/kg で あ っ た 。

。

し て 抑 制 し 、

(Fig . 1 9 ) 

1 1  

1 I l 3 

Dose of the drugs ( mg/kg， i .v. ) 

0.3 1 1 . 1 2 . 麻酔下 イ ヌ 隣外分泌 に 友 ぼ す 影 響

Fig . 20 
CCK-8 (0 . 1 μgtkg ) の 静脈 内 投与 に よ り 膝 am y lase 分泌 量 は 3 1 4 :t 74 l U!20m in か ら

Effects of KSG-504 (0) 加d lox ig l um i企 ( . ) on pancreat i c  arnylω secret ion i nduc出 by i ntravenous 
KSG- 504 お よ び lox ig lu m ide を CCK-8 投与4 ，802 :t 679 I U/20m in に I曽 加 し た ( n = 1 0 ) 。

i nject i on of CC K-8 at a cbse of 0 . 1 μg/kg i n  anesthet i z吋 dogs . Drugs we陀 i nt ravenous ly i nject出 1 m in  の 1 分 前 に 静脈 内 投与 す る こ と に よ り 、 勝 amy lase 分泌 は 用 量依 存 的 に 抑制 さ れ 、 そ の

before CC K唱8 i njec t ion .  Each poi nt w出 cal cu l ated ぉ a percentage of the arnylase sec陀ti on i n  the control 

group，  and i ndicates the mean 士 S .E . of 5-6 dogs 

。( Fig .  20 )  ED  5 0 イ直 は そ れ ぞ れ 0.98 m g/kg お よ び、 1 . 7 3 mg/kg で あ っ た
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4-b . g l ucose と CC K-8 の併用 に よ り 誘発 さ れ た i l1 su l i n 分 泌3 . 麻酔下 ウ サ ギ隣外分泌 に 及 ぼ す 影 響

レ ベル はCCK・8 ( 0 . 5 μg!kg ， i . v. ) と g l u cose の併 用 に よ り 投与 1 5 分後 の 血 禁 中 I RICCK-8 ( 2 μg/kg ) の 静脈 内 投与 に よ り 牒 amyl ase 分泌 量 は 94 :t 1 9  I U/30m in か ら 1 ，047 :t 

KSG-504 は こ の CCK-8 と g l ucose の併。(Tab le 9 )  g lu cose 単 独 時 の 約 2 倍 に 増 加 し た88 1 U/30m i n に 増 加 し た ( n = 1 7 )0  KSG-50 お よ び lox i g l u m i de を CC K-8 投与の l 分 前 に 静

用 に よ る 血祭 I R I レ ベル を g l ucose 単 独 時 の レ ベル に 抑 制 し た 。そ の ED 5 0 イ直 は脈 内 に 投与 す る こ と に よ り 、 牒 am y lase 分 泌 は 用 量依 存 的 に 抑 制 さ れ 、

非 刺 激 時 の insu l i n 分泌4由c .。( Fig .  2 1 )  そ れ ぞ れ 1 . 1 mg/kg お よ び 2 .4 m g/kg で あ っ た

。(Table 9 )  KSG-504 は 非刺 激 時 の 血禁 中 I R I レ ベル に 全 く 影響 を 及 ぼ さ な か っ た

IRI ( μU/ml )  
1 5  m i n  

Effect of KSG・504 on t h e  level of plasma I R I  i n  conscious ra ts.  

� 
( f!1�kg， i .  v .  ) 
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Dose of the d rugs ( mg/kg， i .v .  ) 

The value represenls mean:!::S.E. of 7 ・1) rats. # :  P<().Cl5 vs glucose treated group. ホ : Pく0.()5， 吻 ホ : P<0.1 I 1  vs 
control group. 

Fig. 2 1  

E百ects of KS G-S04 (0) and lox ig l um iæ ( . )  on pancrωic  amy lase secret ion i nduc吋 by i ntravenous  

i nject i on of C C K・8 at a cbse 0 f 2 μg/kg i n  an出thet i z凶 rabbi t s . Dru gs we陀 i ntravenous l y inject吋 1 m in  

before CC K-8 i nject i on .  Each poi nt was calcu l ated as a percentage of the amy lぉe secret i on i n  t he control 

S . イ ヌ の caeru l ei n 誘発急性腺炎 モ デル に 対 す る 予 防 効 果group， and indicates the mean i: S .E .  o f  5 - 6  rabbi ts . 

を 皮下 投与 し た 6 時 間 後 の 血 祭 中 amy lase お よ び麻酔 下 の ビ ー ク ル 犬 に caeru le in

l i pase 濃 度 は 投与 前 の 約 2 0 倍 に 上昇 し た 。 KSG-504 を caeru l e i n 投与 の 3 0 分 前 よ り 静脈4. 覚醒下 ラ ッ ト 牒 内 分泌 に 及 ぼ す 影響
内 持 続 注 入 す る と 、 血禁 中 amylase お よ び l ipase 濃度 は 用 量依 存的 に 抑制 さ れ た ( Fig . 2 2 、

の 持続 注 入 群 で は 、 amy lase お よ び l ipase の 上昇

の血

お よ び 1 8

は ほ ぼ完全 に 抑 制 さ れ た 。 caeru l e i n 投与 6 時 間 後 ( KSG-504 注 入 開 始 6 . 5 時 間 後 )

紫 中 am y lase お よ び l ipase 上 昇 に 対 す る KSG-504 の ED 5 0 値 は そ れ ぞ れ 2 1

2 3 ) 。 特 に KSG-504 1 00 μg kg . J m i n . J  

で あ っ た 。μg k g. J  m i n . J 

4-a .  g l u cose 誘発 i ns u l in 分泌

g lucose を 1 g/kg 経 口 投与 す る と 投与 1 5 分後 の 血 紫 中 I R l レ ベ ル は 約 4 . 6 倍 に 増 加 し 、

KSG-S04 は g l ucose に よ る 血。(Tab le 9 )  投与 60 分 後 に は 投与前 の レ ベル に 回復 し た

紫 I RI レ ベル に 影響 を 与 え な か っ た O

33 32 
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ラ ッ ト の caeru le i n 誘発急性腺 炎 モ デル に 対 す る 治療 効 果6. 

麻酔下 ラ ッ ト の 血禁 中 amylase お よ び‘ l i pase 濃度 は caeru le i n の 反 復 投与 に よ り 上昇 し 、
caeru le in 初 回 投与 9 時 間後 に は 投与前 の 約 9 . 8 お よ び 25 倍 に 達 し た 。 KSGーラ04 3 00 

を 最終 caeru le ìn 投与 の 30 分後 よ り 静脈 内 持続注 入 す る と 血禁 中 amy laseμg kg . 1  m i n 1 

( Fig . 2 5 、 2 6) 。 一 方 、 t ryps in 阻 害薬 で あ る

の持続注 入 は 何 ら 影響 を 及 ぼ さ な か つお よ び 300 μg k g- 1 m i n. 1 

お よ び l ipase 濃度上昇 は 有意 に 抑制 さ れ た

gabexate mesi late の 1 00

た 。

KSG -504 (i.v . infu s ion ) 

� Caerulein 25 ド g/kg， S.c. 

611 

E \「
己
)

411 也市町a-h

20 

ロ』何伺ロ岡崎町2《同

6 4 

Time ( hr )  

2 o 
。

i D rug ( i .v_: infusi��) ] 
Fig . 22 

60 

Caerulein 50 μglkg， S.c.  

↓ ↓ ↓ ↓  
40 

20 
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E

Protect i ve effects  of KSG-504 on plas ma amy lase  l evel s i n  cbgs wi th  caeru l ei n-i nduced acute pancrlωt i t i s .  

Sa l i ne (0 ) or  1 0  (.) ， 30 ( 口 ) or 1 00 ( . ) 何 kg- 1 m i n- 1  of KSG-504 was intravenous ly  infused 30 m in  before 

中 and * * . Each point i ndi cates the mean i: S . E . of 5 cbgs 

s ign i ficant ly cli仔erent from saline-treated group at P<0 .05 and 0 .0 1 ，  respect ive1y 

KSG・504 (i.v . infusi on ) 
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t he s . c. i 吋ect i on of caeru lei n  (25 μg/kg) 

9 

Therapell t i c  e仔ects of KS G・504 and gabexate mes i l ate on plasma amy Jase l eveJ s i n  rats w i th  caeru lei n-

indllced acute pancreat i ti s . Sal ine (0) ，  1 00 何 kg" l m i n- 1  of KSG-504 (口上 300 何 kg 1 m in  1 of KSG-504 

6 

Tim e ( h r )  

3 。
。

Fig . 24 

1 5  

w 

E 、、二ヨ
山W2H内同一-
宮何回同2 5 
� 

( . ) ，  1 00 μg kg 1 m i n- 1  of gabexate mes i J ate (ム) or 300 μg kg- 1 mi n- ' of gabexate mes i J ate (.... ) was () 
I ntravenoll s l y  infused 30 m in  after t he final s . c. i nj ect i on of caeru le in (50 μg/kg ). Each poin t i ndi cates the 

6 4 

Time ( hr ) 

2 H 

mean :t S . E .  of 5-7 rats .  * ; s ign ificant ly di仔erent from saJi ne-treated group at P<O .OS 
Fig . 23 

Protect i ve effects  of KS G・504 on p lasma l i pぉe level s in 小gs with caerulei n-i nch.lced aCllte pancreat i t i s  

Sal i ne (0 ) o r  1 0  (.) ， 30 ( 口 ) o r  1 00 (・) �g kg- ' m i n- 1 of KSG-504 was in travenous Jy  infused 30 min  before 

白 and 料 ;Each poi nt i ndi cates t he mean 士 S . E . o f  5 必gs

s ign i ficant l y  di fferent from sal ine-treated grollp at P<0.05 and 0 .0 1 、 respect ive ly

i nject i on of caeru Je in  ( 2う い g/kg )t he s . c  
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こ の CCK-8 に よ る 膳液分泌量 な ら び に 今 回測定 し た 全酵 素 分 泌 量 が KSG-S04 に よ り 等

KSG-S04 は am y lase の み で な く CCK に よ り 誘発 さ れ る 腺外し く 抑 制 さ れ た こ と よ り 、

分泌 す べ て を 抑制 す る こ と が明 ら か と な っ た 。

血 禁 中 CCK 濃度 は case in ( 蛋 白 ) の十二指腸 内 持続注 入 に よ り 腸管 の i 細胞 よ り 放 出

も う ひ と つ の腕 液 分泌促進 ホ ルと 考 え ら れ て い る 7 2 1 0 一方 、( Fig  さ れ 上 昇 す る

モ ン で あ る secret in 濃度 は 主 に 脂質 の 持続注入 に よ り 上昇 す る 6 9 ) と 報告 さ れ て い る 。* 

今 回 1 0% case in の 十二指 腸 内 持続 注 入 に よ り 、 血禁 中 CCK 濃度 の有意 な 上 昇 と 膳本*

よ っ て case in 投与 に よ り 促進 さ れ る 豚外分amy lase 分 泌 量 の 有意 な 増加 が観察 さ れ た 。

i Drug ( 

Caerulein 50 μg/kg， S.c. 

↓ ↓ ↓ ↓  
6 

4 

2 

(-
E\「】)
ω明伺
《主

盟国
語
E

泌 は 内 因性 CCK の 放 出 を 介 す る と 考 え ら れ る 。 KSG-504 は casei n 投与 に よ る 腕 amylase
。

KSG・504 は 内 因性 CCK に よ り 誘発 さ れ る 勝分泌 を 用 量依 存 的 に 抑制 し た 。 以上 よ り 、9 6 
Time ( hr ) 

3 。

外 分 泌 も 抑制 す る こ と が明 ら か と な っ た 。
Fig . 2S 

勝 の 重炭酸分泌 は 主 に secre t in を 介 し て い る 7 3 、 7 4 ) と 報告 さ れ て い る 。 今 回 の結 果 で
Therapeut ic effects of KSG-504 and gabexate mes i l ate on plasma l i pase l eve l s  i n  rats w i th caemlein-induced 

も 腕液 分 泌 量 と 勝重炭酸分 泌 量 は secret in の 静脈 内 持続 注 入 に よ り 有意 に 増 加 し た が、
acu te pancreat i t i s .  Sa l ine (0) ，  1 00 μg kg. J m in. J  of KSG-S04 (口) ， 300 μg kg I min I of KSG-504 ( . ) ， 1 00 

am y l ase 分泌 に 対 す る 作用 は CCK に 比 べ か な り 弱 し 1作用 で あ っ た 。 次 に CCK-8 に よ るμg kg. 1 m in  I of gabexate mes i l ate  ( ム ) or 300 μg  kg. J m in . J  of gabexate mesi l ate (.... ) w出 i ntravenous l  y 

勝 am y lase 分泌 を ほ ぼ完全 に 抑制 す る 用 量( 1 00 μg kg . 1 m i n 1 ) の KSG-S04 の sec reti n 誘発infu sed 30 min after the final s .c .  inject i on of caerule in ( 50 μg/kg ) . Each point indicates the mean ::!:: S . E .  of 

日華外 分 泌 に 対 す る 影響 を 検 討 し た 。 こ の用 量 の KSG・504 は secre tm に よ り 誘発 さ れ た 勝5-7 rats .  * 加d 叫 ; s ign ificant l y  cli fferent from sali ne-treated group  at Pく0.05 and 0 .0  I 、 respect i ve ly .

secreti n に よ る am y lase 分 泌量液 量 お よ び勝重炭酸量 に 全 く 影響 を 及 ぼ さ な か っ た が 、

ま た KSG-5 04 は secret in と CCK-8 の 併用 に よ り 誘発 さ れ た 腺を 約半 分 に 減少 さ せ た 。
考察

液 量 お よ び勝重炭酸分 泌 量 を secreti n 単独 時 の 分 泌量 に ま で 用 量依 存 的 に 抑 制 し た 。

方 secre t in と CCK- 8 の併用 に よ る 腕 amy lase 分泌量 は KSG-5 04 に よ り secretm 単 独 時 のCCK を 0 .5 - 2 ng k g. 1 m i n' l の 流速 で 静脈 内 に 持続 注 入 す る と 、 食餌 負 荷 に よ り 誘発 さ

レ ベル 以 下 に 減少 し た 。 非 刺 激 時の 牒基礎分泌 に 関 し て は 、 KSG-504 は 膝 amy lase の みれ る 血中 CCK 濃度 と ほ ぼ等 し い血 中 濃 度 が得 ら れ る 7 1 ) と 報告 さ れ て い る 。 麻酔下 ラ ッ

有 意 に 抑 制 し た が、 勝 液 量 に 対 し て は 影響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 in vi tro ラ ッ ト 勝腺 房 細ト に 1 ng  kg  I m in ' l の CCK- 8 を 静脈 内 持続 注入 す る と 、 牒 am y lase 分泌 量 は 約 2 倍 に 増

胞 よ り の secret i n 刺 激 腺 amylase 放 出 に 対 し KSG-504 が、何 ら 影響 を 及 ぼ さ な い こ と を 第加 し た 。 KSG-504 が こ の 生 理的 な 用 量 の CCK-8 に よ り 誘発 さ れ る 牒 am y lase 分泌 を 周

よ っ て 、 secret in 誘発 に よ る 膝 am y lase 分泌量 が KSG-5 04 に よ1 部 に お い て 報告 し た 。量依存的 に 抑制 し た こ と よ り 、 KSG-504 の CCK 受 容 体措抗作用 は in vivo 牒外分泌 に お

り 減少 し た の は 内 因性 CCK が関与 し た am y lase の基礎 分 泌 を KSG-504 が抑制 し た た めい て も 発現 す る こ と が明 ら か と な っ た 。 続 い て 外 因性 CCK に よ り 誘発 さ れ た 騨 液 お よ

と 考 え ら れ る 。 以 上 KSG-504 は CCK に よ り 誘発 さ れ る 膝液 お よ び腺 酵 素 分 泌 の み な らび各種牒酵素 分 泌 に 対 す る KSG-504 の 作用 を 検討 し た 。 CCK-8 (0 . 5 μg/kg， i . v . ) に よ り 腺

ず勝重炭酸分泌 も 抑 制 す る こ と が明 ら か と な っ た 。1 0 . 4 、 8 . 4 お よ液 量 、 蛋 白 、 am y lase 、 try p si n お よ び l ipase 分 泌 量 は そ れ ぞ れ 2 .4 、 6 . 3 ，

さ ら に KSG-504 は 静脈 内 投与の み な ら ず、十二指腸 内 投与 に よ っ て も CCK 誘発 ラ ッ トこ の結 果 は 、 森 吉 ら の 生理的 CCK・8 刺 激 に よ り ラ ッ ト 膝液 量 、

amy lase お よ び tryps i n 分泌量 が 3 - 6 倍 に 増加 し た と い う 報告 7 1 、 と よ く 一 致 し て い る 。

び 1 6 . 2 倍 に 増 加 し た 。
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勝 amy lase 分 泌 を 抑制 し た こ と よ り 、 投与経路 に 関 わ ら ず牒 CCK-A 受 容体 に 措抗 す る

こ と が明 ら か と な っ た 。

続 い て KSG・5 04 の CCK 誘発膝 am y lase 分 泌 に 対 す る 作用 を イ ヌ お よ び ウ サ ギ を 用 い

て検討 し た と こ ろ ほ ぼ等 し い 効 力 で の抑 制 がみ ら れ た 。 こ の 事 か ら KSGーラ04 は 動物種

に か か わ ら ず CCK に よ る 月草外分泌 を 抑制 す る こ と が明 ら か と な っ た 。 ま た 、 KSG♂04

の 効 力 は glu tararn ic ac id 誘導体 lox i g l u m i de の 効 力 と 比較 し て 約 2 倍 で あ っ た 。

勝 内 分泌 に 関 し て は 、 外 因 性 CCK に よ り in su l i n 分 泌 が促進 さ れ る こ と が知 ら れ て い

る 9 . 1 0 ) 。 さ ら に 腺 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 に お け る CCK 受 容 体 の 存在 が証明 さ れ て い る 7 5 ) 0

ま た 、 マ ウ ス に お い て CCK に よ る 勝 insu l i n 分 泌 が CCK-A 受容体姑抗薬 で あ る L-3 64 ，7 1 8

に よ り 措抗 さ れ た こ と 7 6 ) よ り 、 CCK に よ る 腸 内 分泌作用 は CCK-A 受容体 を 介 す る と

考 え ら れ て い る 。 一 方 、 ヒ ト の in su l i n 分 泌 に お い て CCK は 主 な る 分泌促進物 質 で は な

い と の 報告 も あ る 7 7 ) 0 KSG-504 は 1 m g/kg の 静脈 内 投与 よ り 外因 性 CCK に よ り 誘発 さ

れ た I R I レ ベ ル を 抑 制 し た が 、 g l ucose 誘発 な ら び に 非 刺 激 時の基礎 I R r レ ベル に は 影響

を 及 ぼ さ な か っ た o Karlsson ら も lox ig l u rn ide お よ び L- 3 64 ，7 1 8 に よ り 外因性 CCK 誘発

勝 内 分 泌 が抑 制 さ れ た と 報告 し て い る 7 5 ) 。 し か し な が ら L-3 64 .7 1 8 は g l ucose 誘発 お よ

び非刺 激 時 の i ns u l i n 分 泌 に 影響 を 及 ぼ さ な い 7 7 、 7 8 ) 。 こ れ ら 結果 は KSGーラ04 を 用 い た

結果 と よ く 一致 し て い る 。

続 い て 実 験 急性腺炎 モ デ ル に 対 す る 作用 を 検討 し た と こ ろ 、 KSG-5 04 前投与 は イ ヌ

与 し て い る こ と が考 え ら れ る と 共 に 、 KSG-504 の 急性腺炎治療薬 と し て の有用性 が 示

峻 さ れ た 。

Table 1 0  Effects o f  KSG・504 o n  experimental acute pancreatitis models. 

Model S pecies Effects 

1 .  Caerulein-ind uced 
pancreatitis 

Rat， Dog 刊asma A mylase， Lipase 、
Pancreatic wet weight 、
M itigation of histological cha nges 
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c・4
ヲ'M Rat Plasma A my lase， Lipase 、

Pancreatic wet weight 、
九1 itigation of histological changes 

3. Taurocholate-induced 
pancreatitis 

Rat Plasma A mylase， Lipase 、
Pancreatic wet weight 、、 A scites、、
ル1itigation of h istological changes 

4. Ethionine-ind uced pancreatitis M ouse Elongation of the survival of mice 

の caeru le i n 誘発膝炎 モ デ ル に お い て 、 用 量依 存 的 に 血中 amy lase お よ び l i pase 値 の上昇

を 抑制 し た 。 こ の KSG-5 04 に よ る caeru le in 誘発牒 炎 予 防 効 果 は CCK-A 受 容 体 へ の

caeru le in あ る い は 内 因性 に 誘発 さ れ た CCK の結合 阻 害 を 介 し た も の と 考 え ら れ る 。 ま

た 、 ラ ッ ト の caeru le in 誘発勝 炎作製 後 に KSG-504 を 投与 し で も 、 勝 炎 は 改善 さ れ 、

KSG- 504 の 治療 的 効 果 も 確認 さ れ た 。 KSG- 504 は caeru le in 投与後 の フ ィ ー ド バ ッ ク 機

橋 を 介 し た 内 因性 CCK 増 加 に よ る 急性腺 炎悪化 を 抑制 し 、 勝 の 回復 を 早 め た も の と 考

え ら れ る 。 ま た KSG-504 が胆汁 、 腺 液 の 腕 管 内 へ の逆流 を 目 的 と し た c losed d u odenal  

loop ( CDL ) 誘発勝 炎 7 9 ) 、 胆汁成分 で あ る taurocho late を 注 入 し て 作製 し た 膳 炎 8 0 ) お

よ び代 謝性腺 障 害 モ デル で あ る eth ion i ne 誘発勝 炎 8 0 ) モ デ ル に 対 し で も 著 明 な 改 善 作用

を 示 す こ と が報告 さ れ て お り (Table 1 0) 、 CCK が急性腺 炎 の 発症 お よ び‘進展 に 深 く 関
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第 3 部 KSG・504 の胆嚢 、 胃 お よ び腸管 に 対 す る 作用 の検討

序

CCK お よ び gasLrin は 末梢 に お い て 腺臓 2 . 6 、 7 8 9 、 1 0 ) の み な ら ず他 の 消 化管 に 対 し

で も 様 々 な 生 理 活 性 を 有 し て い る 。 す な わ ち 、 CCK- A 受 容 体 を 介 し 胆 嚢 収 縮 を

冗 進 1 、 1 1 、 1 2 、 胃 運動 を 抑制 1 3 、 腸 管 運動 を 充進 1 4 、 1 5 、 し 、 gastr in /CCK-B 受 容 体 を

介 し 胃 酸分 泌 を 充 進 8 1 、 8 2 ) す る 。 さ ら に は 、 こ れ ら 消化 管 の病 態 に 対 す る CCK の 関与

も 報告 さ れ て お り 、 胆石樫痛 の 緩解 5 0 ) や 過敏性腸症候群 5 1 ) に 対 す る CC K-A 受 容体括

抗薬 の 臨床応用 な ら び に 消 化管 潰蕩 に 対 す る g astr in / CCK- B 受容体措抗薬 4 6 ) の 臨床

応用 が.検討 さ れ て い る 。 そ こ で 第 3 部 で は 、 1 ) 胆嚢 、 2 ) 胃 、 3 ) 腸管 に お け る CCK・8

あ る い は pen tagastr in の 作用 に 対 す る KSG-504 の 影 響 を 検討 し 、 こ れ ら 領域 の CCK の

関与 が考 え ら れ る 疾患 に 対 す る 治療薬 と し て の可能性 を 考察 し た 。

実 験材料 お よ び方法

l 実 験動物

ICR 系 雄性 マ ウ ス ( 25 - 40 g ) 、 Wistar 系 雄性 ラ ッ ト ( 1 56 - 1 7 8 g ) 、 H art ley 系 雄性 モ ル

モ ッ 卜 ( 300 ・ 5 1 0 g ) 、 日 本 白 色種雄性 ウ サ ギ ( 2 . 3 - 3 . 7  kg ) お よ び雌雄雑犬 ( 2 . 3 - 3 . 2  k g )  

を 実 験 に 用 い た O

2 . 使用薬物

L-3 64 ，7 1 8 、 prog l um ide お よ び b enzotr ip t は キ ッ セ イ 薬品 に で 合成 し た 。 pen tagastnn 

( ペ プ チ ド研) 、 c imet id ine お よ び卵 黄 (S igma) を 用 い た 。

3 . 実 験方法

3 - 1 ) 胆嚢系 に 及 ぼ す 影響

1 )  i n  v i t ro モ ル モ ッ ト 胆嚢標本 の CC K-8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影響

40 

放血致死 さ せ た モ ル モ ッ ト よ り 胆嚢 を 摘 出 し 、 輪走筋方 向 に 長 さ 1 0m m 、 幅 2 m m の

た ん ざ く 状標本 を 作製 し た 。 標本 は 生物 ガ ス ( 9 5 o/c O 2 +ラ % CO 2 ) を 通気 し た り ℃ の

Krebs 緩衝液 を 満 た し た 1 0m l の マ グ ヌ ス 槽 内 に 1 g の 負 荷 を 掛 け て 懸垂 し た 。 1 0 8 M

の CCK-8 を l 時 間 ご と に 槽 内 に 添加 し て 、 一 定 の 収縮 が得 ら れ た の ち 、 被 験薬 を CC K-8

添 加 の 5 分 前 に 処置 し 影響 を 検 討 し た 。 発生 し た 筋緊張 の 変 化 は 等尺性 ト ラ ン ス デ ュ

ー サ ー (SB- I T 、 日 本光電 ) を 介 し ぺ ン 書 き オ シ ロ グ ラ フ ( Rec tig raph 8 S 、 三栄) に 記

録 し た 。

2) 麻酔下 モ ル モ ッ ト 胆嚢 の CCK-8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影響

モ ル モ ッ 卜 を u rethan e ( 0 . 7 5  g/k.g) お よ び ch loralose ( 30  m g/k.g) の 皮 下注 射 に よ り 麻

酔 し 、 気管 お よ び頚静脈 に 力 ニ ュ ー レ を 装着 し た O 腹部 を 正 中 切 開 し 、 胆嚢底部 に 小孔

を 開 け チ ュ ー ブ (No6 、 ヒ ビ キ 、 東京) を 挿入 し て 結殺 し た 。 チ ュ ー ブ の末梢端 に は 三

方活栓 を 連結 し 、 そ の 一端 に は イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ホ。 ン プ (SS - 1 2 1 5 、 ア ト 一 、 東京) を 、

他端 に は 圧 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー ( P2 3 X L 、 Go u l d 、 USA) を 接続 し た 。 胆嚢 内 に は 3 70C

に 加温 し た 生理 的 食塩液 を 0.06 mVmin の流速 で 持続 注 入 し た 。 1 5 分毎 に 30 ng/kg の

CCK-8 を 静脈 カ ニ ュ ー レ よ り 投与 し 、 一 定 の 収縮 が得 ら れ た の ち 、 KSG・504 を CCK-8

投与 の 1 分前 に 静脈 カ ニ ュ ー レ よ り 投与 し て 作用 を 検討 し た 。 胆 嚢 内 圧 の 変 化 は 圧 ト ラ

ン ス テ、 ユ ー サ ー を 介 し ぺ ン 書 き オ シ ロ グ ラ フ に 記録 し た 。

3 ) 麻酔下 イ ヌ 胆嚢 の CCK・8 誘発収縮 に 友 ぼ す 影響

イ ヌ を pen tobarb i tal ( 30 m g/k.g ) の静脈 内 投与 に よ り 麻酔 し 、 気管 お よ び大腿静脈 に

カ ニ ュ ー レ を 装 着 し た 。 腹部 を 正 中 切 開 し た の ち 、 胆嚢底 部 に 小孔 を 聞 け チ ュ ー ブ ( No

6 ) を 装 着 し 、 3 7 0C の 生理的食塩 液 を 0 . 2 m l/rn in の 流速 で 持続 注 入 し た 。 30 分 毎 に 0. 1

μg/k.g の CCK- 8 を 静脈 力 ニ ュ ー レ よ り 投与 し 、 一 定 の 収縮 が得 ら れ た の ち 、 被 験薬 を

CCK-8 投与の 1 分前 に 静脈 カ ニ ュ ー レ よ り 投与 し て 作用 を 検討 し た 。 胆嚢 内圧 の 変化 は

庄 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー を 介 し ぺ ン書 き オ シ ロ グ ラ フ に 記録 し た 。
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4) 覚醒下 マ ウ ス の CC K-8 お よ び卵 黄 誘発胆嚢排 出 能促進作用 に 及 ぼ す 影響

両試験 に お い て 評価系確 立 の た め の 基礎検討 お よ び薬効評価 を 実 施 し た 。 マ ウ ス を 7

時間絶食 、 絶水 し た の ち 、 胆嚢排 出 能 ( 胆 嚢 内 胆汁排 出 能) を 刺 激 す る た め CCK- 8 あ

る い は 卵 黄 を 投与 し た 。 一 定 時点、 に お い て マ ウ ス を 屠 殺 し て 胆管 を 結殺 し 、 胆嚢 を 摘 出

し た 。 た だ ち に 胆嚢重量 を 求 め 胆嚢 内 胆汁量 と し た ( 以 下 胆汁量 と 略 す ) 。 な お 、 胆嚢

自 体の 重量 は 1 m g 前 後 の た め 本 実 験 で は 測 定重量 そ の も の を 便宜 的 に 胆汁 量 と し 、 胆

嚢排 出 量 の指標 と し て 用 い た 。

4-a. CCK 誘発試験

CCK-8 の用 量 一 反応 関 係 を 見 る た め 、 CCK-8 0.0 1 - 1 μg/kg を 皮下投与 し 、 1 5 分後 に

胆汁量 を 測定 し た 。 さ ら に は 、 CCK-8 1 μg/kg を 皮下投与 し て 、 5 - 30 分後 の 胆 汁 量 を

測定 し 経時変化 を 観察 し た 。 対照群 に は I % BSA を 含 む 生理的食塩液 を 皮下投与 し た O

KSG-504 の薬効評価試験 で は 、 静脈 内 投与 l 分後 に CCK-8 1 μg!kg を 皮下 投与 し 1 5 分

経過後 に 胆汁量 を 測定 し た 。

4-b. 卵 黄誘発試験

卵 黄刺 激 に よ る 胆嚢 排 出 能促 進 を 見 る た め 、 ま ず 5 - 3 0 % の乾 燥卵 黄 末 懸濁 液 l

m g/body を 経 口 投与 し て 、 1 5 分 後 に 胆汁 量 を 測定 し た 。 次 に 20%卵黄 液 を 1 m l/body 経

口 投与 し た の ち 5 --..， 3 0 分 間 経時 的 に 胆嚢排 出 能 の変化 を 観察 し た 。 対照群 に は 蒸 留水 1

m lJbody を 経 口 投与 し た 。 ま た 無処置対照群 (正 常 群 ) を 設 け 蒸 留水投与の影 響 を 比較

検討 し た 。 KSG-504 の薬効評価 に 際 し で は 、 被 験薬静脈 内 投与 i 分後 に 200/('卵 黄 液 を l

m l/body 経 口 投与 し 、 そ の 1 5 分後 に 胆汁 量 を 測定 し た 。

5 )  i n  v i t ro ウ サ ギ胆管 末 梢 部 の CCK・8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影 響

放血致死 さ せ た ウ サ ギ よ り 胆管 末 梢 部 (総胆管末端膨大部) を 山 田 と 飯塚 の 方 法 8 3 )  

に 従 っ て 摘 出 し 、 縦走筋 方 向 に 高 さ 8 m m 、 上辺 2 m m 、 下 辺 3 m m の 台 形状標本 を 作製

し た 。 標 本 は 生物 ガ ス を 通気 し た 3 7 0C の Krebs 緩衝液 を 槽 内 に 満 た し た 1 0 m l の マ グ ヌ

ス 槽 内 に 0. 5g の 負 荷 を か け て 懸垂 し た 。 1 0 - 8 M の CCK-8 を 槽 内 に 添 加 し 一 定 の 運動

が得 ら れ た の ち 、 KSG・504 を 累積 的 に 添加 し 影響 を 検討 し た 。
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3 -2 ) 胃 に 及 ぼ す 影 響

1 ) 覚醒 下 ラ ッ ト の CC K-8 誘発 胃 排 出 能遅延作用 に 友 ぼ す 影 響

評価系 に 関 す る 基礎検討 お よ び KSG-504 の薬効評価 を 行 っ た 。 ラ ッ ト を 1 6 時間 絶食

後 さ ら に 4 時間 絶 食 ・ 絶水 し て 実 験 に 供 し た 。 CCK-8 の至適用 量 を 決定 す る た め 、 ま ず

3 - 1 00 μg/kg の CCK・ 8 を 皮下投与 し 、 そ の 5 分 後 に 蒸 留水 20 m l/kg を 経 口 負 荷 し た 。

負 荷 1 0 分 後 に ラ ッ ト を 屠 殺 し 、 噴 門 、 幽 門 を 結紫 後 胃 を 摘 出 し て 重量 を 測定 し た 。 胃

内 容物 を 除去後 に 再度秤量 し て 、 そ れ ら の差 か ら 胃 内 容 物 量 を 求 め 、 胃 排 出 量 の 指標 と

し た 。

次 に CCK-8 30 μg/kg を 皮下 投与後 、 蒸 留 水 20 mVkg を 経 口 負 荷 し 、 ト 2 0 分間 の 胃 排

出 能経時変化 を 観察 し た 。

KSG-S04 の 尾静脈 内 投与 1 分後 に CCK-8 30 μg/kg を 皮下 投与 し 、 そ の 1 0 分 後 に 胃 排

出 能 を 測定 し た 。

2) 麻酔下 ラ ッ ト の pentagastri n 誘発 胃 酸分 泌 に 及 ぼ す 影 響

1 6 時 間 絶食 し た ラ ッ ト を u rethan e 麻酔 ( 1 . 2 g /k g  s.c . ) し 、 大腿静脈 に カ ニ ュ ー レ を

挿 入 し た 。 腹部 を 正 中 切 開 し 前 胃 部 に 加 え た 小切 開 よ り 胃 内 を 洗浄 し た の ち に 胃 内 に カ

ニ ュ ー レ を 挿入 し た 。 胃 幽 門 部 を 結紫 し た の ち 胃 内 に 3 7 0C に 加温 し た 2 m l の 生理的食

塩液 を 注 入 し た 。 pen tagastri n を 300 μg/kg 皮 下投与 し た の ち 、 30 分毎 に 胃 内 に 挿 入 し

た カ ニ ュ ー レ よ り 胃 液 を 採取 し 、 O.O l N 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 滴定 す る 事 に よ

り 胃 酸 分 注 量 を 測定 し た 。 KSG-S04 は pen tagaslr in 投与の l 分 前 に 静脈 カ ニ ュ ー レ よ り

投与 、 c imet id ine は pentagastri n 投与の 3 0 分前 に 十二指腸 内 に 投与 し た 。

3 -3 ) 腸 管 に 及 ぼ す 影 響

1 )  i n  v i t ro モ ル モ ッ 卜 回 腸標本 の CC K-8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影 響

放血致死 さ せ た モ ル モ ッ ト よ り 回 腸 を 摘 出 し 、 縦走筋方 向 に 長 さ 20 m m の標本 を 作

製 し た 。 標本 は 生物 ガ ス を 通気 し た 3 00C の K rebs 緩衝液 を 満 た し た 1 0 m l の マ ク ヌ ス 槽

内 に I g の 負 荷 を か け て 懸垂 し た 。 1 0 - 8 M の CCK-8 を 30 分 ご と に 槽 内 に 添加 し て 、

一 定 の収縮 が得 ら れ た の ち 、 KSG-S04 を CCK-8 添 加 の 5 分 前 に 処置 し 影響 を 検討 し た 。
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よ り 用 量依存 的 に CC K-8 30 ng/kg に よ る 収縮 を 抑制 し 、 3 m g/kg の 静脈 内 投与 で 93 .4 o/c 2 ) 麻酔下 ウ サ ギ十二指腸 お よ び空腸 運動 に 及 ぼ す 影 響

KSG・504 の E D 5 0 1直 は 0 .23 mg/kg で あ っ た 。。( Fi g .  2 8 ) の 抑 制 を 示 し たし 、 気 管 お よ び大腿静脈 に カ ニ1 6 時間絶食 し た ウ サ ギ を u ret hane 麻酔 ( 1 . 2 g/kg s . c . )  
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ュ ー レ を 挿 入 し た 。 腹部 を 正 中 切 開 し 、 十二指腸 お よ び空 腸 に バ ル ー ン を 挿 入 し た 。 バ

jレ ー ン 内 に は 3 7 0C に 加 温 し た 蒸 留 水 を 内圧 が ト I O c m H 2 0 に な る よ う 注 入 し た 。 0 . 1

KSG-S04 一 定 の収縮 が得 ら れ た の ち 、を 静脈 力 ニ ュ ー レ よ り 投与 し 、μg/kg の CCK-8

50 

CCK-8 投与 の l 分前 に 静脈 内 投与 し 作用 を 械討 し た 。 バ ル ー ン 内庄 の 変化 は 圧 ト ラ

ン ス デ ュ ー サ ー を 介 し ペ ン 書 き オ シ ロ グ ラ フ に 記録 し た 。

統計処理

を

4 

。
測定値 は 平均値 ± 標準誤差 で 表 し た 。 多群問 で の 有意 差 の検 定 は Du n nett の 多 重 比

4 5 

Conccntra tion of the d rugs ( ・Log M )

ó 較検定 法 を 、 2 群間 の検 定 は Studen t の t-test を そ れ ぞ れ 用 い て 行 っ た 。 ま た 危 険率 が 5 %

Fig . 26 
以 下 の 場 合 を 有意 で あ る と 判 定 し た 。

E仇cts ofatropine (0) ，  hexamethoni u m (・) ， papaverine ( 口 ) and verapami l  (. ) on the contract i le response 

M CCK-8 in i solated ga1 lbladder from gu inea pigs .  Drugs were 鉱凶珂 to the bath 5 min before adding 
to 1 0- 6 

実 験結 果
CCK -8 . Each poin t  indicates the mean + S . E . o f  5 experi ments 
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1 . 胆嚢 に 及 ぼ す 影響

1 )  i n  v i lro モ ル モ ッ ト 胆嚢標本 の CC K-8 誘発収縮 に 友 ぼ す 影 響

を 適用 す る との CCK- 8M モ ル モ ッ ト の摘 出 胆嚢標本 に 最 大 刺激濃度 で あ る 1 0- 6

1 .4 士 0 . 2 g ( n= l l ) の 収縮 が得 ら れ た 。 papavenn e お よ び verapam i1 は 濃度依 存 的 に CCK-

8 に よ る 収縮 を 抑制 し た が 、 atrop i ne お よ び hexam eth o n i u m は 何 ら 影響 を 友 ぼ さ な か っ

は CCK- 8 に よ る 収縮 に ほ(Tab le  2 )  ま た 、 benzotr ip t お よ び prog l u m ideた ( Fig . 2 6 ) 。

( Fi g .  27 ) 。 し 3 64 ，7 1 8 、 lo rg 1u m ide 、 1ox ig 1u m ide お よ びと ん ど 影響 を 及 ぼ さ な か っ た

4 7 6 5  
Concent ration of t he d rugs ( -Log M ) 

8 

" そ の I C 5 0 値 は そ れ ぞ れ 2 .6X

M で あ っ た 。

KSG司504 は CCK-8 に よ る 収縮 を 濃度依存的 に 抑制 し 、

1 0- 8  M 、 3 . 8 X 1 0 7 M 、 2 . 5 X I 0- 6 M お よ び 1 . 9 X J O - 6

Fig . 27 

2) 麻酔下 モ ル モ ッ ト 胆嚢 CC K-8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影響 E百ects ofbenzotri pt (0) ，  L-364，7 1 8  (.) ，  progl umide (口) ， lorg lumide ( ・ )， l ox ig lumide ( ム ) 加d KSG-504

(.Â. ) on the contracti le response to 1 0- 8 M CC K-8 in the isolated gaJ l bladder from gu inea p igs .  Drugs we陀

反社対 to the bath 5 m in  before adding CCK-8 . Each point indicates the mean + S .E . of 5 experi ments 

よ り 用 量依 存 的 な 収縮 が生

KSG-504 は 0. 1 m g/kg 

1 ng/kg 

が得: ら れ た 。

麻酔下 モ ル モ ッ 卜 に CCK-8 を 静脈 内 投与 す る と

じ 30 ng/kg で 最大 収縮 (23 . 8 1 0 .9 c m H  2 0， 11 = 1 2 ) 
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3 ) 麻酔下 イ ヌ 胆嚢 CCK-8 誘発収縮 に 友 ぽ す 影響}
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ω
μ glkg の静脈 内 投与 に よ り 9 .9 :i: 1 . 3 cm H 2 0 か ら 2 1 .9 :i: イ ヌ 胆嚢 内 圧 は CCK- 8 0 . 1

ち
由。 KSG-504 お よ び lo x ig l u m ide は CCK・8 に よ る 収縮 を 用 量依存

そ の ED 5 0 値 は そ れ ぞ れ 0 . 84 お よ び 卜 1 6 mg/kg で あ っ た

1 .6 cm H 2 0 に 上昇 し た O

的 に 抑 制 し 、
巴
。

zu

C ( F ig .  2 9 )  

4) 覚 醒 下 マ ウ ス の CC K-8 お よ び卵黄 誘発胆嚢排 出 能促進作用 に 及 ぼ す 影響

50 
局』恒
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ω
』
ω
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4-a .  CCK-8 誘発試験言明-
a
=伺
。 CCK-8 皮 下投与 1 5 分後 の 胆汁量 は 用 量 依 存 的 に 減少 し 、 l μg/kg で 対照群 の 1 6% に 低

3 0. 1 0.3 

Dose of KSG・504 ( m g/kg， Î.V. ) 
0.03 

(1 

最 大 刺 激用 量 の CCK-8 1 μg/kg を 皮下投与 し て 胆汁量 の 変化 を 経。( Fig .  30 -A )  下 し た

時 的 に 測定 し た 結果 、 5 分後 に お い て 既 に 対照群の 1 7 9る で あ り 、Fig . 28 1 5 分 後 に は 8 % ま で低

Effects of  KS G-504 on  gal l b lad:たr contract i on i nduced by  i ntravenous  i nject i on of CC K・8 al a cbse  of 30 
。 以上 の( Fig . 30- 8 )  下 し 、 最低 と な っ た 。 3 0 分後 に は 1 5 分 後 よ り や や増 加 し て い た

ng/kg in anesthet i zed  gu i nω pigs . KS G・504 was admin i stered i nt ravenous ly  1 m i n  before the CC K-8 
結 果 か ら KSG-504 の薬効評価 は CC K-8 1 μg/kg 皮 下 投与 の 1 5 分後 に 行 っ た 。

i nject ion.  Each point was calcu laled as a percentage of the contract ion in the control group，  and indicates the 

KSG-504 の 静脈 内 投与 は 3 m gtkg よ り 用 量 に 依存 し て CCK-8 に よ る 胆汁量減少 を 抑
me加 土 S . E . of 8 gu inea p igs  

。 ED 5 0 1直 は 1 3 . 3 mg/kg で あ っ た 。制 し 、 50 mg/kg で は ほ ぼ完全抑制 を 生 じ た ( Fig . 3 1 )
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CC K-H ( μ g/kg， S.c. ) 
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。1() 3 

Dose of the d ru gs ( mg/kg， Î .V .  ) 

0.3 0.1 

Tíme after CCK・8 誼d ministratíon ( mín ) 

Fig . 30 F ig . 29 

μ glk.g )  was administered E仔ects ofCCK-8 on gaJ lbladder empty ing i n  consc ious mice . A ;  CCK・8 ( 0.0 1 - 1  E仔ects of K SGろ04 (0) and lox ig l umide (.) on gal Jbladder contract ion induced by intravenoLls i njection of 

subcutaneous l y  1 5  m i n  before t he gal lb la<怯r i sol at i on . B; CC K-8 at a cbse of 1 同/kg w出 admi ni s teredCC K-8 at a dose of 0 . 1 μg/kg i n  anes thet i zed dogs . Drugs were i nt ravenoll s l y  i njected 1 m in  before CC K-

subcutaneoll s ly  0-30 min before the gal lbladder i sol at ion . Each colll mn indicates the mean :i: S .E . of 5-8 mice 

本 本 ; s ign i ficant ly  different from control (A)  or  0 min (B ) a t  Pく0 .0 1 .

8 i nject i on .  Each point was caJcll lated as a percentage of the gaJ lbladder contract ion in  the control group，  and 

i ndicates the mean :t S . E . of 5-6 dogs . 
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1 Normal Cuntrol 
30 miu 

Tim" "ftt:r Ircalm"nl 
KS( ;.5114 ( mJ.:/kg. i .v .)  

Fig . 3 2  Fig . 3 1  

E仔ects of egg yol k suspens ion on ga1 lbladder emptying i n  consc ious mice .  A;  Egg yol k suspens ion ( 5-30% ) 
E仔'ects of KS G-504 on ga1 1b l ad:h emptying i nduc出 by subcutaneoll s i吋ect i on of CC K-8 at a dose of 1 

at a vol u me of I mllbody was admini stered ora1 ly  I S  min  before the gal lb ladder i sol at i on . B; Dis t i l led water 
μg/k.g i n  conscious mice.  K SG・504 was administered intravenoLl s ly  1 min before the CCK-8 i町ect ion . Each 

or a 20% egg yolk su spension ( 1  mllbody ) was administered ora l ly  5・30 min before the gal lbladder i so la t ion 
col u mn indicates the mean :t S .E .  of 9- 1 0  m ice . 料 ; s igni fïcan t ly  different from control at Pく0 . 0 1 .

Each col u mn i ndi cates the m伺n :t S . E. of 7- 1 0  m ice. * and * * ;  s i gni fi c加t l y di fferent 仕om control (A) or 
H 2 0  (B )  at P<O .OS and P<O. O l ，  respect i ve ly .  

卵 黄 誘発試験4 -b .  

30 
蒸 留水 ま た は 各種濃度 の 卵 黄 液 を 経 口 投与 し て 1 5 分後 に 胆嚢排 出 量 を 観察 し た 結 果

P<().O J 
「ーーーー1

を 図 3 2- A に 示 し た 。 蒸 留水 の み の経 口 投与 に よ っ て も 胆汁量 は わ ず か な が ら 減少 し た 。

10 
卵 黄 液 は 濃 度 に 依 存 し た 胆嚢排 出 能 の促 進作用 を 示 し 20%卵黄 投与群 の胆汁量 は 対 照

るE}-
ag。=と-国

群 の 2 1 % に低下 し た 。 209も卵 黄 液 を 経 口 投与 し た の ち の胆汁量 は 5 ， 1 5 、 3 0 分後 に お い

}

 

{

 

I

 

1 5 分 以 降 に お い て 最大 減少 が 認 め ら

こ の こ と か ら 20%卵 黄 を 1 m l/body 経 口 投与 し て 、 l ラ 分後 に 薬効評

1 5 % に低下 し 、1 3 % 、て そ れ ぞ れ 対照群の 5 3 % 、

( Fig .  3 2- S ) 。れ た

価 を 行 っ た 。

50 3 ] () 30 
KSG・5り4 (mWk�. i.v.)

"'om凶1 Conlrol 50  m gAcg よ り 用 量依 存 的 に 卵 黄 誘発胆 嚢排 出 能促進作 用 を 抑 制 し 、KSG-504 は 3

Fig . 33  ( Fig .  3 3 ) 0 ED 5 0 イ直 は 9 .6 m g/kg で あ っ た 。m g/kg で は ほ ぼ完全 に 抑制 し た

E仔ects of KSG-S04 on gal lbladder emptying induced by oral administrat ion of a 200/( egg yolk s Ll spension ( 1 
mllbody ) in conscious rnice. KSG・504 was injected i ntravenous ly  1 min before the egg yol k admini strat ion.  
Each coJ u mn i ndicates the mean:t S . E .  of 8・ 1 0 rnice. * * ;  s igni ficant ly different from control at Pく0. 0 1
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様 に 減少 し た も の の対照群 に 比較 し て 明 ら か に 排 出 は 遅延 し て お り 、 久 1 0 、 2 0 分 後 の5 )  i n  v i t ro ウ サ ギ胆管 末 梢 部標 本 の CC K・8 誘発収縮 に 友 ぼ す 影響

240% で あ っ た 。 以上の結果 か ら CCK- 8 30  胃 内 容 物 量 は 対照群 の そ れ ぞ れ 1 7 9 ， 2 灯 、M の CCK-8 を 適用 す る とウ サ ギ の 摘 出 胆管 末梢部標本 に 最 大 刺 激濃度 で あ る 1 0 - 8

μg!kg を 投与 し て 対照群 と の 差 が最大 で あ る 蒸 留 水 負 荷 1 0 分 後 に 薬効評価 を 行 う こ と静止張 力 の上昇 お よ び振幅 の増 大 が見 ら れ 、 3 0 分 以上持続 し た 。 ( Fig . 3 4) 。 こ の CCK-8

と し た 。M よ り 収縮 抑 制 作用 がに よ る 持続収縮 に 対 し て KSG- 504 を 累積 的 に 添 加 す る と 1 0 - 6

M で ほ ぼ完全 な 抑 制 が み ら れ た 。1 0- 5 生 じ 、

A. 1 ßÙn 
「・ーー一，

Eコ Saline

cι K-II 3() μglkg・ ぉι

B.  

{叫}圃ロ￡ロコuuvZM腕何。

，3

、，ゐ

『叫-
ESZ5己b言。

A 
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Fig .  35 F ig . 34 

InJect出A; CC K-8 (3・ 1 00 μg/kg) was consclOus rats E仔ects of CC K-8 on g部tri c empty ing i n  Representat i ve recordi ngs o f  t he contract i l e  response t o  1 0- 8 M CC K-8 i n  the terrni nal cav i t y  o f  the b i l e  

subcll taneously 5 m in  before the oral a:lmini strat ion of dist i l led water， and the  stomach was  i solated 10  m in  M )  on the CC K-8 response duct from rabbi t .  The lower trace shows the effects of KSG・504 ( 1 0- 7 - 1 0- 4 

B; S al i ne or CC K-8 at a cbse of 30 μg/kg w出 inj ected subcutaneous ly  5 m in  before the oral l ater 

admin i strat ion of the di st i l l ed wnter， and the stomach  was i solated 5-20 min later. Each col ll mn indicates the 胃 に 及 ぼ す 影響2 .  

mean :t S . E .  o f  5-6 rats . 料 ; s ign i ficant ly different from control (A) o r  sal i ne ( B )  a t  P<O . O ) 1 ) 覚醒下 ラ ッ ト C K-8 誘発 胃 排 出 能遅延作用 に 及 ぼ す 影響

μ g/kg 

そ の 1 0 分後 の 胃 内 容 物 量 を 測

CCK-8 に よ る 胃 排 出 能遅延作用 の検討結果 を Fig . 3 5 に 示 し た 。 CC K・8 3 - 1 00 

を 皮下 投与 し て 5 分後 に 蒸 留水 20 m l/kg を 経 口 負 荷 し 、 KSG-504 は 0. 3 m g/kg 静脈 内 投与 よ り 用 量 に 依存 し て CC K-8 に よ る 胃 内 容物遅延 を 抑

し か し な が ら 30 m g!kg に お い て も。( Fig . 3 6 )  ED  5 0 1直 は 3 . 7 8 m gl1<:g で あ っ た制 し 、定 し た 。

対照群の 胃 内 容物 量 は 1 . 7 5 8 1: 0 . 1 26 g で あ っ た が 、 CCK・8 の 投与 に よ り 用 量依 存 的 完全 な 抑制 は 認 め ら れ ず最 大 抑 制 率 は 64 .0% で あ っ た 。

1 00 μg/kg で は そ れ ぞ れ 3 .0ロ 士 0. 1 44 、 3 . 947 1: 0 . 1 05 g で あ っ た 。1 0 μg/kg 、に 増 加 し 、

次 に CCK-8 30 μg!kg 処置 ラ ッ ト お よ び対照 ラ ッ ト に 蒸 留水 を 負 荷 し て 経時的 に 胃 内 容

物 を 測 定 し た 。 対照群 に お け る 胃 内 容 量 は 経時 的 に 減少 し た 。 一 方 、 CC K-8 投与群 も 同
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Fig . 37 KS( ;・504 ( mg/kg、 i.v. ) 

E百ects of KSG-504 and c imetidine on gastric acid ou tpu t  indllced by subcutaneous  i njection of pentagas lrin 
at a dose of 300 μglkg i n  anesthetized rats . Sa l ine( ü) ，  or 3 ( . )， 1 0  (口) or 30 ( . )  mg/kg of KSG-504 w出

Fig . 36 

admini stered i ntravenously I min before the pentagastrin i nject ion . C i metidi ne (ム) at a dose of 30 mg/kg wぉ
Effects of KSG-504 on the delay of gastric empty i ng induced by subcutaneous i nject ion ofCC K-8 at a dose 

administered i ntradllodenal ly 30 m in  before the pentagastr in i njection . Each po int indicates the mean ::t S . E 
of 6・8 rats . * * ;  s ign i ficant ly different from sal i ne at Pく0. 0 1 .

of 30 μg/kg i n  conscious rats .  KSG-504 was admini stered intravenous ly  I min  before CCK-8 i nject ion . Each 

col u mn indicates the me加 ::t S . E . of 8・9 rats .  ** ;  s i gn i ficant l y  different from control a t  Pく0 . 0 1 .
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2) 麻酔下 ラ ッ ト の ぺ ン タ ガ ス ト リ ン 誘発 胃 酸分泌 に 友 ぼ す 影響

pentagastri n 300 μg/kg の 皮下投与 に よ る 胃 酸分泌 は 0.5 - 1 時間 後 に 最大 と な り 30.9 :t 

こ の pentag astf1 n 刺激 胃 酸分 泌 に 対 し KSG- 504 ( 3 ・ 304 .9 μEqβOm in に 達 し た ( nニ 8 ) 。

mg/kg) の 静脈 内 投与 は 何 ら 影響 を 及 ぼ さ な か っ た (Fig . 3 7 ) 。 一 方 、 c imet id ine 30m g/kg 

の十二指腸 内 投与 で は 、 有 意 な 酸分 泌抑 制 が見 ら れ た 。

4 5 6 7 
() 

3 . 腸管 に 及 ぼ す 影 響

Concentration o f  KSG ・51同 ( ・ Log M )  1 )  i n  v i tro モ ル モ ッ ト 回 腸標本 の CC K-8 誘発収縮 に 及 ぼ す 影響

Fig .  38 M の CC K-8 を 適用 す る と 2 . 54+0 . 1 7 g ( n = 6 ) の 収モ ル モ ッ ト の摘 出 回腸標 本 に 1 0- 8
E百ects of KSG・504 0n con汀配ti le response to 1 0- 8 M CCK-8 in the i solated i l eum from gu inea p igs .  The 

preparatlOn was treated wi th  KSG-504 5 min before the appl i cation of CCK-8 .  Each point  indicates the mean 
::t S .E . of 6 experiments .  

KSG・5 04 は CCK-8 に よ る 収 縮 を 濃度 依存 的 に 抑制 し そ の I C 5 0 値 は

。( Fig .  3 8 ) 3 .0X I O- 6 M で あ っ た

縮 が得 ら れ た O
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び verapam i l に よ り CCK 誘発 収縮 が抑制 さ れ た 。 こ の CCK 誘発収 縮 に 対 す る 種 々 の

CCK-A 受 容 体括抗薬の 効 力 は し 3 64 ，7 1 8 > lorg l u m ide > KSG・504 > lox ig l um ide の/11買 で

あ り 、 序論 で 示 し た ラ ッ ト 膝 ホ モ ジ ネ ー ト へ の 1 2 5 ト CCK-8 結 合 を 置 換 す る 効 力 JII買 と 同

じ で あ っ た 。 つ ま り こ れ ら CC K-A 受 容体措抗薬 に よ る 胆嚢収縮抑 制作用 は CCK-A 受容

体 に 対 す る 結合親和性 に 依 存 す る こ と が確認 さ れ た 。 一方 、 benzotri p t お よ び pro g l u m ide

の 作用 は 1 0 - 5 M ま で 添 加 し で も 観察 さ れ ず 、 こ れ ら 化合 物 の CCK-A 受容体措抗作用

は 今 回検討 し た 他 CCK- A 受 容体括抗薬 に 比 べ、弱 い こ と が明 ら か と な っ た 。 ま た KSG-

5 04 の CCK-8 誘発収縮 に 対 す る I C 5 0 値 ( 1 . 9X I 0- S M ) は 、 第 1 部 で 示 し た 摘 出 ラ ッ ト

牒腺房細胞 か ら の CCK-8 誘発 ア ミ ラ ー ゼ放 出 に 対 す る KSG-5 04 の 姑抗作用 の I C 5 0 値

( 1 .9 X I 0 - 6  M ) と 等 し く 、 KSG-504 は 豚 お よ び胆嚢 の CCK の 作用 に 等 し い抑 制作用 を

有 す る 事 が明 ら か と な っ た 。

2) 麻酔下 ウ サ ギ の十二指腸 お よ び空 腸運動 に 及 ぼ す 影響

麻酔下 ウ サ ギ に CCK-8 を 静脈 内 に 投与 す る と 0 .0 1 )Jgtkg よ り 一 過性 の十二指腸 内 圧

お よ び空腸 内圧の上昇 が み ら れ 0. 1 μg/kg で 一 定 し た 収縮 力ず得 ら れ た ( Fig . ] 9 )  oKSG-504 

は 1 m gtkg よ り 用 量依 存 的 に CCK-8 0 . 1 μgtkg に よ る 十二指腸 お よ び空腸 の 収縮 を 抑

制 し 、 1 0 m g/kg の 投与 で 1 00 % の 抑 制 を 示 し た O

Jejunum 

. .‘ . ，‘ . ，‘ 

KSG-504 は in vivo に お い て も CCK-8 誘発 モ ル モ ッ ト お よ びイ ヌ 胆嚢収縮 を 著明 に 抑

制 し た 。 イ ヌ 胆嚢 に 対 す る 効 力 ( ED 5 0 ; 0 . 84  mgtkg) は 、 第 2 部 で報告 し た イ ヌ 膝外分

泌 に 対 す る 効 力 ( ED 5 0 ; 0 .98 mg/kg) と ほ ぼ等 し く 、 Jn V I VO に お い て も KSG-504 が腺 お

よ び胆 嚢 に 対 し 同 等 の 作用 を 示 す こ と が明 ら か と な っ た 。 ま た 、 KSG-504 の胆嚢 に 対

す る 効 力 は lox i g l u m i de の 1 . 3 - 1 . 4 倍 で あ っ た 。

さ ら に 覚 醒動物 の胆嚢機 能 に 対 す る KSG-5 04 の 作用 を み る た め 、 マ ウ ス を 用 い て 胆

嚢排 出 能 の 評価系 に つ い て 検討 を 行 っ た o CC K-8 に よ り 胆 嚢 内 胆汁量 は 用 量依 存 的 に 減

少 し 、 l μg/kg 皮 下投与の 1 5 分後 で は残存 す る 胆汁量 は 対照群の 1 0%程度 で あ っ た o 3 0  

分 後 に お い て 胆嚢 内胆汁量 は や や増 加 し た が 、 原 因 と し て は CCK-8 の 作用 が 減衰 し 、

胆汁の 再貯 留 が起 こ っ た こ と が考 え ら れ る 。 次 に 卵 黄 を 経 口 投与 し て 胆嚢排 出 能促進作

用 を 検討 し た 。 蒸 留 水 の 投与 に よ っ て も 胆 嚢 内胆 汁 量 の軽度減少 が認 め ら れ た 。 胃 酸 が

内 因性 CCK を 介 し て 膝外分泌 を 刺激 す る こ と が知 ら れ て お り 、 胃 酸 を 含 む 蒸 留水 の 十

二指腸 内 流 入 に よ る も の か も し れ な \" ' 0 卵 黄 の経 口 投与 に よ り 胆嚢 内 胆 汁 量 は 濃 度 に 依

存 し て 減少 し 、 20%卵 黄 投与 1 5 分 後 で は CC K-8 1 μg/kg 投与時 と 同 程 度 で あ っ た 。 卵 黄

が食餌性刺激 と し て 内 因性 CCK を 遊離 し 、 胆嚢収縮 を 惹起 し た も の と 思 わ れ る 。

KSG-504 は 両試験系 に お い て 、 用 量 に 依存 し た 胆嚢 排 出 能 抑 制 作用 を 示 し た 。 し か

_jl_ _L 

Saline 0.3 3 10  (m俳g i.v.) 

.... ; CCK・8 ( 0.1 �glkg i.v. ) 

Fig . 39 

Representat i ve 陀cordi ngs of t he effects  of KS G-504 on dLloCÌ!num and jej unum cont ract i on i nJuced by 

i ntravenous i nject ion of CC K・8 at a 伽se of O . 1 μg/kg in anes thet i z凶 rabbi t s . The cbse of KS G-504 (0 . 3-

1 0  mg/kg、 i . v . )  i s  shown in the figure 

考察

摘 出 モ ル モ ッ ト 胆嚢 の CCK-8 誘発収縮 に 対 し atrop lne お よ び hexam eth on i um は 何 ら

影響 を 及 ぼ さ ず 、 CCK に よ る 収縮 が 胆嚢平滑筋 に 存在 す る CCK 受 容体 を 介 し 生 じ る こ

と が‘確認 さ れ た 。 CCK に よ る 収縮 は CCK が そ の 受 容体 に 結合 し た の ち 、 細胞 内 へ の Ca

流 入 が活性化 さ れ 誘発 さ れ る 。 そ れ 故 、 細胞 内 へ の Ca 流 入 を 抑制 す る papavenne お よ
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しながら、 本試験で得られたKSG-504のIC 50値は10mg/kg前後であり、 モルモッ卜、

イヌにおける CCK-8 誘発 胆嚢収縮抑制作用に比べて明らかに弱かった。 マウスでは他

種のinvivo胆嚢収縮試験に比べて10倍以上のCCK-8を投与していることが原因と考え

られるが、詳細はさらに検討の必要があろう。 本試験において CCK・8 および卵黄によ

るマウス 胆嚢排出能促進作用を KSG-504 がほぼ等しい用 量 で抑制したことより、

KSG-504は生理的刺激によって内因性に遊離されたCCKの胆嚢収縮作用も抑制し得る

乙とが示された。

摘出ウサギ胆管末梢部の自発性律動収縮はCCK-8 の添加により充進した。 ウサギ胆

管末梢部は組織学的に胆管をとりまく輪状筋構造を有し、 いわゆるOddi筋を形成して

いる84)0 Oddi筋は胆汁排池において重要な役割を担うものであり、 Oddi筋の弛緩85) 

もしくは収縮86)により 胆汁が十二指腸に排池される。CCKの作用に関しては、CCKア

ナログであるcaeruleinにより摘出モルモット 胆管末梢部の収縮が著明に促進されるこ

と87)およびinvivoイヌ胆汁排池量が静脈内投与されたCCKにより抑制されること88 ) 

よりOddi筋運動を促進するという説と、イヌOddi筋圧が静脈内に持続投与されたCCK

により低下したこと89)よりOddi筋運動を抑制するという説が存在し、現在に至ってい

る。今回の摘出ウサギ胆管末梢部を用いた結果は前者の説を支持するものであった。 こ

の摘出ウサギ胆管末梢部におけるCCK-8の作用に対しKSG-504が濃度依存的な抑制作

用を示したことより、 胆管末梢部においても 胆嚢と同様、 CCK の作用に措抗すること

が明らかにされた。

胃の自動運動はCCKにより抑制されることが知られており1 3)、 この作用はCCK-A

受容体を介すると考えられている。今回ラットにおいて、CCK・8が用量依存的に胃内容

物の腸管内への排出を遅らせることを確認した。 KSG・504 の静脈内前投与により、 胃

内容量は用量依存的に減少し、CCK-8による胃排出能遅延に対する措抗作用が認められ

た。しかしなが.ら30mg/kgにおいても正常群より胃内容量は多く、 最大抑制率は64.0%

にとどまった。 胃にはCCK-A受容体のみならずgastrin/CCK-B受容体力ず存在しており、

CCK-8による胃排出能遅延作用には一部gastrin/CCK-B受容体力ず関与しているかもしれ

ないが\詳細は不明である。 このCCK-8によるラット胃排出能の遅延をKSG-504が用
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量依存的に最大64%まで抑制した事より、 KSGーラ04は胃におけるCCK-A受容体を介し

た反応にも拾抗作用を有する事が明らかになった。

1 2 5卜CCK-8 結合実験において、 KSG-504 の CCK-A 受容体への選択性がgastrin / 

CCK-B受容体に比べ 1，000倍以上高いことを第1部において報告した。pentagastrinに

より促進されたラット胃酸分泌に対し、cim etidine が完全抑制を示したのに反し KSG-

504 がまったく影響を友ぼさなかったことより、 KSG-504はinvivo においてgastrin / 

CCK-B受容体を介する反応に影響を友ぼさないことが明らかとなったo

KSG-504はinvitroモルモット回腸CCK・8誘発収縮に対しでも勝腺房細胞および摘出

胆嚢標本における作用とほぼ等しい効果(IC 5o=3.0XIO-6 M)を示した。 またinvivo 

腸管においてもKSG-504のCCK桔抗作用が確認された。

以上、 KSG-504は胆嚢、 胃および腸管において外因性および内因性CCKにより惹起

される反応に対し、 CCK-A受容体を介して著明な措抗作用を示すが、gas trin/CCK-B受

容体を介 する反応には影響を及ぼさないこと が明らかとなった。 これら の結果より

KSG-504 は胆石痔痛や過敏性腸症候群などの胆嚢、 胆管末梢部、 胃および腸管領域に

おいて、 CCK-A受容体を介してCCKが・関与していると考えられている疾患の治療薬と

なりうると考察される。
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第4部 末梢に投与したCCKにより生じる中枢作用に対するKSG-504の作用の検討

序

CCKは中枢神経系においても主にgastrin / CCK-B受容体を介し神経伝達物質として

様々な作用lA 19 20 21、2 2 2 3)を示す事が 報告されている(Fig. 2)。 他方、 末梢に

投与されたCCKにより鎮静9 0)、 睡眠延長91 )、 鎮痛9 2 ì、 摂食抑制16、17)などの中枢

作用が 惹起されることも報告されているが 、 この末梢投与されたCCKによる作用が末

梢および中枢のどの様なCCK受容体を介するのか解明されていなし1。 そこで第4部で

は、CCK-8末梢投与により生ずるこれら中枢作用に対する CCK-A 受容体桔抗薬 KSG-

504末梢投与の作用を検討し、 末梢に投与された CCKにより惹起される中枢作用が ど

の受容体を介して生じるのかを考察した。

実験方法

l実験動物

ICR系雄性マウス(24 - 36 g)、 Wistar系雄性ラット(102 - 128 g)および日本白色種雄性

ウサギ(1.6 - 3.2 kg)を用いた。

2使用薬物

thiopental (田辺製薬、 大阪)、chlorpromazine(吉富製薬、 大阪)およびaminopyrine 

(Aldrich 、 USA)を実験に用いたO

3. 実験方法

1 )ウサギ血祭および脳脊髄液内KSG-504濃度の測定

ウサギをurethane (1.2 g /kg)の皮下投与により麻酔し、 大腿動脈にカニューレを挿入

した。 KSG-50410 mg/kgを耳静脈より投与したのちに、 経時的に大腿動脈力ニューレ

よりheparin採血した。 KSG-504投与30分後に頭蓋骨後頭果と第1頚椎の問に27ゲー

ジの針(テルモ、東京)を刺し脳脊髄液を約lml採取した。またKSG・5040.5 mg kg I min" 
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を耳静脈より2時間持続注入して経時的にheparin 採血するとともに、 投与開始2時間

後に脳替髄液を採取した。 血液は3，000 rpmで10分間遠心 (KR-600P;クボタ)して血

祭を得た。 血祭および脳脊髄液0.5 mJ に0.1 N塩酸I mJを加えたのちdiethy letherラml

で抽出した。 3，000 rpmで5分間遠心分離したのち、ether 層を蒸留水I mlで洗浄し、 窒

素気流下溶媒を除去したo 残留物を300μl の高速液体ク口マトクラフィー(HPLC)

用移動層に溶解させ測定用試料としたo HPLC は LC -800( 日本分光工業、 八王子)を、
カラムはInertsil 00S -2 (GLサイエンス、 東京)を用し" 232 nm の吸光度を測定して
定量を行ったO 移動層はacetonitrile /phosphate buffer (pH 3.0) (45:55 v/v)、 流速はl
mVmin 、 カラム温度は55 Ocとした。

2 )マウスの自発運動量に及ぼす影響

自発運動量記録装置(Animex AO、 島津製 作所、 京都)を用い、 l群4匹のマウスを

フラスチックケージ、(30X20X12 cm )に入れ、入れた直後もしくは6時間馴れさせたのち

に被験薬を投与し、 自発運動量を経時的に測定したo KSG-504もしくはchlorpromazine

を静脈内投与、CCK-8を皮下投与、 およびCCK・8とKSG-504を併用して実験を行った。

相互作用はKSG-504をCCK-8のl分前に投与して機討した。

3 )マウスにおけるthiopental誘発睡眠に友ぼす影響

マウスにthiopental35 mg/kgを静脈内投与し、 正向反射の消失を指標として睡眠の持

続時間に対する作用を検討した。 なお実験はthiopental投与l分前にKSG-504もしくは

chlorpromazine を静脈内投与、 lhiopental 投与 5 分前に CCK-8 を皮下投与、 および

KSG-504投与l分後にCCK-8を処置しその5分後にthiopentalを投与して行ったO

4)マウスにおける酢酸 writhing に及ぼす影響

マウスに0.6% vlv酢酸を10 mlJkg腹腔内投与し、 その5分後より15分間のwrithing

回数を測定した。なお実験は酢酸投与l 分前lこKSG-504もしくはaminopyrine を静脈内

投与、 酢酸投与5分前にCCK-8を皮下投与、 およびKSG-504投与1分後にCCK-8を処

置しその5分後に酢酸を投与して行った。
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ラットの摂食量に 及ぼす影響5) 

それ以外は絶食とし て 4ラットに10 :00 � I 8 :00 の問、 標準飼料を自由に摂取させ、

日間飼育した93) 0 5日自にラットを個別ケージに移し 、午前10時に約12 gの標準飼料

を与え30分間の摂食量を測定し た。 なお実験はKSG-504を静脈内投与しそのl分後よ

/、 � / ­刀 同IH，-および CCK-8 皮下投与 lCCK-8 を皮下投与し その10 分後より測定 、

KSG-504を投与して行った。

り測定 、

1211 90 611 30 30 211 111 4統計処理

Time (min) 
Time (min) 

Fig.40 
多群間での有意差の検定はDunnettの多重比

較検定法を、2群聞の検定はStudentの(-lestをそれぞれ用いて行ったOまた危険率が 5%

測定値は平均値±標準誤差で表した。

Plasma (0) andcerebrospinal f)uid(.) concentrations ofKSG司504 in anesthetized rabbits. A: 10 mg/kg of 
以下の場合を有意であると判定した。 KSG-504 w部injected intravenously. B・0.5 mg kg" min I of KSG-S04 was infused intravenoLlsly for 120 

mJn. 

実験結果

マウスの自発運動量に及ぼす影響2. 

1) KSG-504単独作用1. ウサギ 血祭および脳脊髄液内 KSG-504 濃度

麻酔下ウサギにKSG-504 10 mgtkgを静脈内投与したラ分後の血禁中濃度は84 .5 :t マウスの自発運動量をAnimex法で測定すると 、時間経過とともに累積カウント数が
増加した。 生理的食塩液を10 ml!kg 静脈内投与した対照群の60分間のカウン卜数は、

KSG-504 0.5 また30分後は26.2 :t 9.9μg加lであった(Fig. 40-A )o 一方、14.4 μglml、

ケージに慰11化させであったが 、(Fig.41・A )1897 :t 223 ケージに馴化させてない場合
mg kg" min" を静脈内に持続注入した30分後の血禁中濃度は59.2 :t 7.4同加iであり、

(Fig. 41・B)と少 なかった。 馴化の有無にかか わらず、 KSG-504 1 、
た 場合は 424士12 7120分まで一定した 血禁中濃度が保たれた(Fig. 40-B)。しかしながら KSG-504 10 mg/kg 

投与30分後および0.5 mg kg"min"持続注入開始120分後の脳脊髄液中の濃度はいず‘れ
一方、

10および30 mgtkg の静脈内投与は自発運動に全く影響を友ぼさなかった。
3 、

も 検出限界(50 ng/m1) 以下であった。 chlorpromazine の1 mg/kgの静脈内投与ではマウスをケージに慰11化させてない場合は有
意 な運動量の減少が投与後 60分間にわ たり認められた。
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CCK-8 

E仔ects of KSG-504， chlo中romazine (CPZ) and CCK-8 on the thiopental-induced sleep in mice. A:・The (1n!g 

CPZ KSG・504

Fig.44 Effects of KSG-504 on the decrease of the spontaneous motility of mice indllced by 1 0 0μglkg of CCK-8 .百le

凶Oト19/kg:，口o. Saline.， e，仁仁K-age w. -u6nì1'l))'S\.♂時tò m1Cè 1'10\ at:chmate.d \0 \ne te.st årCJ'g 

B: CCK・8 was 

拙ninisten凶subcutaneously 5 min before the thiopental injeclion. SI田pmg time was defin吋お the time 

(sec) to陀store the righting reflex in mice. Each column indicates the m白n :t S. E. of 10-11 mice. 料e

min before the thiopental (35 mg/kg， i.v.) injection wa5 administered intravenously 1 CCK-8 1 0 0μg/kg + KSG- 504 3 mg/kg;・， CCK・8 1 0 0μg/kg + KSG-504 10 mg/kg;ム、CCK-8 1 0 0  

μglkg + KSG・504 3 0 mglkg. CCK・8 was administered subcutaneously 1 min after the intravenolls injection 

of KSG-504. Each point indicates the me加:t S.E. of 8 experiments 水and*穴significantly different from 

CCK-8 100μg/kg treat吋grollp at P<O .OS and P<O. OI， respectively. significantly cti仔erent from control at Pく0.01

マウスにおける thiopental誘発睡眠に及ぼす影響3. 

1) KSG-504単独作用
3) CCK-8による thiopental睡眠延長に対するKSG-504の作用

生理的食塩液を 10 mlJkg静脈内投与した対照群の thiopentalによる正向反射消失時間
CCK-8 100 μglkgの皮下投与はマウスの thiopental誘発睡眠時間を対照群のおよそ 310 および 30 mglkgの静脈内投これに対してKSG-5 04 1、 3、は 2641 22秒であった。

倍に延長したO この 100問/kgのCCK-8による睡眠延長に対し 、KSG-504 0. 3 - 30 mg/kg 一方chlo rp r o mazine 3 mg/kgの静脈内投。(Fig. 44-A) 与は 全く影響を及ぼさなかった
10および 30 mglkgの投与では有のl 分前投与は用量に依存した延長抑制作用を示し 、

与では 、 有意な正向反射消失時間の延長が認められた。
。(Fig. 4ラ)意な抑制がみられた

2) CCK-8単独作用

1% BSAを含む生理的食塩液を 10 ml/kg皮下投与したマウスを対照群とした。CCK-8

1 00 μg/kgの投与により有意l および 10 μg/kgの皮 下投与は影響を及ぼさなかったが 、

(Fig. 44-B) な延長(7461 172秒)が認められた
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E仔ects of KSG-504 on the CCK-8-induced prolongation of thiopental-induced sleep in mice. KSG・504 wa，>

袖ninister吋intravenously I min before the CCK-8 injection (100 μg/kg， s.c.)， and thiopenta] (35 

mg/kg、i.v.) was administeredS min later. Each column inJicates the mean::!::: S.E. of 10 mice. *; significantly 

different from the saline treated group at Pく0.05.

4. マウスにおける酢酸writhingに及ぼす影響

1) KSG-504単独作用

生理的食塩液を 10 ml!kg静脈内投与した対照群では酢酸投与5分後からの 15 分間で

42.7士2 .5回のwr ithingが観察されたO これに対して KSG- 504 J、工 10および 30 mg/kg 

の静脈内投与は全く影響を及ぼさなかった(Fig. 46-A)。 一方 aminopyr ine 10 mglkg 

の静脈内投与では有意な wr ithing数の減少が認められた。

2) CCK-8単独作用

I%BS Aを含む生理的食塩液を 10 rnl/kg皮下投与したマウスを対照群とした。 これに

対してCCK-8 1、 10および 100μg/kgの皮下投与は影響を及ぼさなかったが、300 μg/kg

の投与により有意な減少( 38. 1 :t 3.2回 )が認められた(Fig. 46-8)。
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E仔ects of KSG-504， aminopyrine and CCK-8 on the acetic acid-induced writhing in mice. A: The drug was 

administer剖intravenously I m川before the injection of 0.6% aぽtic acid (IOml/kg， i.p.). B: CCK・8 w出

administered subcutaneously 5 min before the injection of acetic acid， Each colurnn indicates the mean士S.E.

of 14 mice . *加d **; significantly different from control at P<0.05 and P<O. OI， respectively 

3) CCK-8による酢酸wr ithing抑制に対するKSGーラ04の作用

CCK- 8 300μglkgの皮下投与によりマウスの writhing数は対照群のおよそ 75%に減少

したO この 300μg/kgのCCK-8による writhing数 減少に対してKSG-504 1 mg/kgの1分

前投与は影響を及ぼさなかったが、 3， 10および 30 mg/kgの投与によりwr ithing数 減少

の抑制傾向がみられた(Fig. 47)。
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Fig. 47 CCK・持 ( IlwKg. S.c. ) 

E仔ects of KSG-504 and CCK-8 on satiety in rats. A: KSG・504 w郎副ministered intravenously. B: CCK-

8 was administered subcutaneously. Each column indicates the mean:t S.E. of 8 rats.穴significantly different 

Fig. 48 E首位ts of KSG-504 on the CCK-8・inæced企C陀おe of acetic aci正�indlced writhing in mice. KSGろ04 w出

injected 5 min later. Each column indicates the mean士S. E. of 14 mice. *; significantly different from the 

紬ninister剖intravenously 1 min before CCK-8 administration. and 0.6C7f' acetic acid (10 ml/kιi.p.) wお

saline treat吋group at P<0.05 from control at Pく0.05.

5. ラットの摂食 量に及ぼす影響

1) KSG-5 04単独作用
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生理的食塩液を 2 mlJkg静脈内投与した対照群の投与後30 分間の摂食 量は 2 .20土0.1 2

10および30 mg/kgの静脈内投与は全KSG-5 04 )、 3、

。(Fi g.48・ A)

これに対して

く影響を及ぼさなかった

2) CCK-8単独作用

gllOO gであった。

これに1% BS Aを含む生理的食塩液を 1 ml/kg皮下投与したラットを対照群とした。

100μg!kgの投対してCCK・8 1 および 10μg!kgの皮下投与は影響を及ぼさなかったが、

。。(Fig.48 ・s)与により有意な摂食 量の減少 (1. 74 :t 0.12 gll 00 g)が認められた
3 10 30 

KSG・504 (mg!kg， i.v. ) 
Saline cりntm!

3) CCK-8による摂食 量減少に対するKSG-504の作用
CCK・8 (100μg/kg， S.c. ) CCK・8 100同/kgの皮下投与によりラットの摂食 量は対照群のおよそ 700/('に減少した。

Fig. 49 
10 および30 mg!kgのこの 100μg!kgのCCK-8による摂食 量減少に対してKSGーラ043、

E仔ects of KSG-504 on the decrease of food consumption induced by 10 0μg/kg of CCK-8 injection in rats. 

10および30 mg!kgの投与では有l分 前投与は用 量に依存して摂食 量の減少を抑制し、 KSG-504 was administered intravenously 1 min before the CCK-8 injection. Each coJumn indicates the mean 

:t S.E. of 8 rats. *; significantly different from the saline treated group at P<0.05. 。(Fig.49) 意な抑制がみられた。
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考察

末梢に投与した KSG-504 の作用点 が 中枢、 末梢いずれなのかを解明するため、

KSG・504の中枢への移行性を検討した。 中枢への移行性はKSG-504を静脈内に投与し

た後の脳替髄液への移行量より評価した。 HPLC による定量に必要な量の脳脊髄液を、

血液を混入させることなく簡便に採取するため、 実験にはurethan e 麻酔下のウサギを用

いた。 第2部で 報告したように麻酔下ウサギにお ける CCK- 8誘発膝外分泌に対する

KSG-504静脈内投与時のED 50値は1. J mgtkgであるが、 その約 10倍量のKSG-504を

静脈内投与した30分後の脳替髄液中にKSG-504は検出されなかった。 また、 ラット牒

外分泌に対するED 50値の30倍量のKSG-504を持続注入した 1 20分後の脳脊髄液中に

もKSG-504は検出されなかった。 これらの事からKSG-504は中枢移行性の乏しい化合

物であり、 末梢投与時には末梢CCK-A受容体にのみ作用することが.確認された。

マウス自発運動量を Ani mex 法で測定したところ、 マウスをケージに馴化させてない

時のカウントは 6時間関11化させた時の約 4.5倍であった。 ケージに周11化させてない時の

カウントには探索行動による自発運動量が含まれており、馴化させた場合は探索行動以

外の自発運動量のみを反映している。 いずれの条件下においてもKSG-504 はマウスの

自発運動量に全く影響を及ぼさなかった。 他のCCK-A受容体桔抗薬である A6引86の

腹腔内単独投与も運動量に影響を及ぼさないことが報告されている9
0)。 一方、 CCK-8

の皮下投与では 100μglkgの投与により有意な運動量の抑制がみられた。 しかしながら

CCK-8を腹腔内に投与した場合には、 10μg/kgより運動量抑制作用が発現しており9
0

)、

末梢CCK による自発運動抑制には腹腔内求心性神経が関与していると考えられる。 さ

らには末梢に投与したCCK-8による自発運動抑制作用がKSG-504の前投与により措抗

された事より、 この作用は末梢CCK-A受容体を介した作用であると思われる。

Zetler はマウスの hexobarbi tal誘発睡眠時間がCCK-8 の皮下投与により延長され、 そ

の ED 50値が 230 μgtkg であると報告 している91)0 今回我々が検討した マウスの

thi opental誘発睡眠も 10 0μg!kgのCCK-8 により有意に延長された。 また、 マウス酢酸

writhing数も高用量のCCK-8 (ED 50; 790μg!kg， S.C.) により抑制され、 末梢投与された

CCKの一部が中枢に移行し鎮痛作用が生じると報告されている92)。 今回の試験におい

ても300同/kgの皮下投与で有意な鎮痛作用が認められた。 しかしながらこのCCK-8に
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よるけli open tal誘発睡眠延長作用および酢酸wri thin g抑制作用がKSG-504の前投与によ

り用量依存的に阻害されたととより、 100 μg!kg もしくは:WOμglkg といった高用量の

CCK-8の末梢投与によるこれらの作用は末梢CCK-A受容体を介して生ずると考えられ

る。 CCK は末梢において直接消化管などの効果器に存在する受容体に作用するばかり

でなく、 一部副交感神経節後神経のコリン作動性神経に作用し acetylcholincの遊離を促

進すると共に、 GABA作動神経にも作用し GABA 遊離を促進し、 抑制性にも働くこと

が報告されている94)0 CCK末梢投与による鎮痛作用の一部にはおそらくGABA作動神

経の関与が考えられ、 これら抑制性神経に対するCCKの作用点におけるCCK-A受容体

の存在が示唆された(Fi g. 50)。

Central nervous syst�m 

Peripheral system 

fig. 50 

Roles of CCK-Ä加d gastrin I CCK-B receptors in central nervous and pe巾heral systems. 

ラットの摂食量は 100同/kgのCCK-8の皮下投与により有意に抑制された。 一方、 腹

腔内への投与では 8μglkgで摂食抑制が認められている1 6)。 またCCKの中枢投与では

摂食抑制がほとんど見られなかったこと9
5
)より、CCKの摂食に対する影響は主に末梢

からの求心性刺激によるとも報告されている。 実際 フ工ツレトの求心性神経活動力1・CCK

により惹起されることが‘BlackshawとGrundyにより報告96)されている。 今回検討した

CCKによる摂食抑制作用がKSG-504の前投与により用量依存的に抑制された事より、

CCK 末梢投与 による摂食抑制は求心性神経活動を経由しており、 末梢に存在する
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CCK-A受容体を介すると思われる(Fi g.5 0)。

今回横討したマウス自発運動、 マウス睡眠、 マウス鎮痛およびラット摂食に対する

CCK・8の作用は皮下投与した場合 100μg/kg以上で発現した。 一方、 第3部で報告した

ようにCCK-8は覚醒下マウスの胆嚢排出能に対し 0. 01μglkg の皮下投与より用 量依存

的な抑制を示し、 そのED 50値は 0. 0 2同Ikgであった。 よってCCKのこれら行動に対す

る作用は消化管ホルモンとしての作用を発現する用量の 10， 000 倍を要することが判明

した。 また、 これら行動に対しKSG・504 の単独投与が.何ら影響を友ぼさなかったこと

より、 末梢における内因性 CCK がこれら中枢作用を単独で誘発する可能性は少ないと

考えられる。

以上、 末梢に投与したKSG-5 04 の中枢移行性が極めて低いこと、 および末梢に投与

したCCK-8の各種行動に対し同じく末梢に投与したKSG-5 04が用量依存的な阻害を示

したことより、 末梢に投与されたCCK により生じる中枢作用は腹腔内の抑制性神経お

よび求心性神経に存在するCCK-A受容体を介して生じるものと考えられる。
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結論

CCK受容体措抗薬、 KSG-5 04 の消化管機能および中枢機能に友ぼす作用を研究し、

以下の成績を得た。

第l 部では、 KSG-5 04の勝および胆嚢膜標本のCCK-A受容体、 大脳皮質の gastri n I 

CCK-B受容体に対する結合特性を検討するとともにCCKをはじめとする各種受容体作

用物質 ならびに受容体以降 の機構に対する作用を検討した。 KSG-504 は各種膜標本へ

の1 25 l-CCK-8の結合をそれぞれラット膝膜標本(K，= 17 3 nM)、 イヌ胆嚢膜標本(Kニ

283  nM)、 モルモッ卜大脳皮質 膜標本(K，= 4 1 3μM)の効力で抑制した。 これらの知

見よりKSG-5 04はgastrin I CCK-B受容体よりも、 CCK-A受容体に対し高い選択性を有

することが判明した。 さらにKSG-5 04はCCK-8刺激invi troラット腺腺房細胞標本より

の amylase放出を濃度依存的に抑制したのに対し、 GRP、 secretl n、 VJP、 carbacholおよ

び A 2 3 187刺激 amylase放出には影響を及ぼさなかった。 またKSG-5 04は川 v ilroモル

モット回腸標本における acetylcho line誘発収縮及び histami ne誘発収縮、 in vitroラット

胃標本における serotoni n 誘発収縮に影響を友ぼさなかった。 以上の結果よりKSG-5 04

は CCK 以外の受容体を介する機構及び受容体以降の機構に対しては作用を 有さない

CCK-A受容体に特異的かつ競合的な措抗薬であることが明らかとなったO

第2部では、 inv iv o 膝機能に対するKSG-504の作用を検討した。 KSG-5 04は麻酔下

ラットにおける外因性 CCK誘発腺外分泌を静脈内投与および十二指腸内投与により用

量依存的に抑制したが、 secretin誘発牒外分泌には影響を及ぼさなかったo KSG-504は

麻酔下ラットにおいて、casemの十二指腸内投与により放出された内因性CCKによる牌

外分泌も有意に抑制した。 KSG-504は麻酔下イヌおよびウサギにおけるCCK-8 誘発勝

外分泌を用 量依存的に抑制した。 また、 覚醒下ラットにおける外因性CCK 誘発勝内分

泌を抑制したが、 gluco se誘発腸内分泌には影響を及ぼさなかったO さらにKSG-504は

caerulei n誘発急性腺炎モデルに対し予防効果および治療効果を示した。 以上よりKSG・

504は投与経路ならびに動物種にかかわらず、 外因性CCKおよび内因性CCKにより誘

発される膝外分泌を抑制し、急性腺炎モテソレにおいて予防および治療効果を有すること

が明らかとなったO
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第3部では、 i n vitroもしくはi n vivo胆嚢、 胃および腸管機能に対するKSG-S04の作

用を検討した。 KSG-S04はmvitroおよび麻酔下モルモット、 麻酔下イヌならびに覚醒

下マウス胆嚢の外因性もしくは内因性CCK誘発収縮を用量依存的に抑制した。KSG-S04

は摘出ウサギ胆管末梢部のCCK-8刺激収縮を抑制した。 KSG-S04は覚醒下ラットCCK

誘発胃運動抑制作用を回害したが、 麻酔下ラットのp entagastrm誘発胃酸分泌には影響

を及ぼさなかった。 KSG-S04は111vJtroモルモッ卜回腸および麻酔下ウサギ十二指腸な

らびに空腸のCCK誘発収縮を抑制した。 以上、 KSG-504 は回嚢、 胆管末梢部、 胃およ

び腸管において外因性および内因性CCKにより惹起される反応に対し、 CCK-A受容体

を介して著明な桔抗作用を示すが、 gastri n /CCK-B受容体を介する反応には影響を及ぼ

さないことが明らかとなった。

第4部では、 CCK-8の末梢投与により誘発される各種中枢作用に対するKSG-S04の

作用を検討した。 麻酔下ウサギの末梢に投与したKSG-504 の脳脊髄液中濃度は検出限

界以下であり、KSG-504の中枢移行性が‘極めて低いことが明らかとなったoKSG-504 ( 1 

- 30 mg/kg， i.v.)の単独投与はマウス自発運動量、 マウス睡眠、 マウス鎮痛およびラット

摂食量に影響を及ぼさなかったo CCK・8 (100もしくは 300μg/kg， s.c.)はマウス自発運動

量抑制、 マウス睡眠延長、 マウス 鎮痛およびラット摂食抑制作用を示した。 KSG-S04

は CCK-8 末梢投与によるこれら行動変化に対し用量依存的な抑制を示した。 以上の結

果から、 末梢に投与されたCCK により生じる中枢作用は末梢の抑制性神経および‘求心

性神経に存在するCCK-A受容体を介して生じることが示唆された。

以上、 第1部から第4部までの研究から次の結論を得た。 KSG-504はCCK-A受容体

に対し選択的かつ競合的な化合物であり、急性腺炎をはじめとする腕臓ならびに胆嚢、

胃、 腸管領域においてCCK を介し発症もしくは進展すると考えられている疾患に対す

る有用な治療薬になりうるとともに、 CCKの生理的な機能を解明するに有益な化合物

であることを見い出すことが出来た。
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