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緒論
　中枢神経組織は、血管と被膜の細胞を除けば、神経系の機能に直接に関与している

ニューロン（Reurone）と間質細胞であるダリア細胞（neuroglia）とから構成されてい

る。Neuroneは突起のある細胞で、核（細胞核）を含む細胞体（soma）と、普通複数の

短い樹状突起（deRdrite）と1本の長い軸索（axon）から成っている。軸索の先端は別

のneuroneの樹状突起や細胞体とシナプス（synapse）を形成している。軸索は神経線維

（nerve　fiber）とも呼ばれ、たいてい髄鞘（myelin　sheath）で覆われている（有髄線

維）。

　高等動物の中枢神経組織でのシナプスを介しての神経刺激伝達機構は、主として神経

伝達物質（Reurotransmitter）を媒体として行なわれる化学的伝達（chemical

transmitter）である。伝達物質としては、現在までに、　acetylcholine（ACh），

noradrenaline　（NA），　dopamine　（DA），　5－hydroxytryptamine　（5－HT，　serotonin），　histainine，

glutamic　acid，　aspartic　acid，γ　一amino　butyric　acid（GABA）及び91ycineなどが報告さ

れている。伝導された神経インパルスに対応して、シナプス小胞に貯蔵されていたこれ

らの神経伝達物質が前シナプス部からシナプス間隙へ放出され、後シナプス膜上に存在

する受容体（receptor）と結合し情報が伝達される。後シナプス膜上に存在する受容体

分子は、伝達物質と特異的に結合する部位（結合部位、biRding　site）と、細胞内での二

次的情報伝達系（例えば、イオンチャンネルあるいはcyclic　AMP（or　GMP）産生系）と

共役している部位とから構成されている。

伝達物質の合成
｝輔区体

放出　　醗
　　，辱『貯蔵

丁町h
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〆受容体

〉情報伝達

＼イtyチャンネ，レ

後シナプス

化学的シナプス伝達の模式図
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アセチルコリンのニコチン様曳容体（1）については、分子レベルでの研究が進み受容

体分子として単離、精製が成功しているが、他の受容体については未だに研究段階であ

る。一般に、受容体分子は生体膜の脂質二重山内で蛋白質分子と脂質分子との相互作用

により，、ある種の適切な立体構造が形成されて初めてその生理機能が発現すると考えら

れる。従って酵素蛋白質研究の場で開発された蛋白質の精製技術のみでは受容体分子の

精製が困難であるという点を指摘できよう。このことが、物性面からの研究の遅れを起

こしていた。

　受容体を物性面から研究する試みがさかんになったのは、proteolipidsの発見以降のこ

とである。1951年にFolch－R＆Lees（2）によって神経組織からproteolipidsという一

種の蛋白質一回忌複合体が発見された。その後多くの研究者によって、この物質が刺激

伝達物質に対する受容体分子としての機能を有する可能性が検討された。例えば、イン

Fs　一ルアミン類の5HTについて、　Godwin＆SneddOfi（3）はうヅト脳幹部由来の

proteolipidsが5－HTに対して受容体分子としての生理的機能を有していると報告した。

しかしながら、彼らの報告したproteolipidsは、　myelin由来のproteolipidsであり、

5君丁に対する結合本体は、酸性脂質群であることが当教室によって明らかにされた

（4，5）。第一次的な脂質の機能は、生体膜及び細胞内顯粒群の構…i築における“moleCt！lar

cement”としての役割であるが、より動的な生理機能についても検討され出した。例え

ば、Loh＆Law（6）は、脂質の動的な機能の1つとして、受容体機構において脂質そ

れ自体が直接結合部位としての機能を示す可能性及びこの役割を担う候補として、多く

の神経伝達物質や薬物分子が生理的条件下では、陽イオンに帯電していることより、酸

性脂質が最適であることを指摘している。

　Tryptamineは5－HT同様インドールアミン類であるが、5－HTに比べると同物質の中枢

神経組織での含量の僅少性から神経伝達物質としての概念確立が遅れており、

tryptamine受容体の神経化学的な研究はほとんど為されておらず、一度検索されるべき

分野である。

　本論文では、酸性脂質の中枢神経系における動的な生理機能を検討すべく、特に、

tryptamine受容体機構への関与の可能性を想定し、第一段階として完全なin　vitro系での

各種酸性脂質による再構成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験を立案した。さらに

上記モデル実験系にて導き出された推察、すなわち、特定の酸性脂質群がtryptamine受

容体機構において認識部位あるいは調節囚子としての役割を演じているということをシ

2



ナプス膜を用いた受容体レベルの実験系で実証した。
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！）　Raftery，　M．　A．，　HuRkapiller，　M．　W．，　Strader，　C．　D．　and　Hood，　L．　E．　：　Science　208，　1454

　（1980）
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第　一章

Myelin　proteolipidsに存在する（’℃〕tryptamine結合本体の性質について

緒　言

　ProteolipidsはFolch－P，＆Lees（Dにより神経組織から発見された特異な

hydrophobic　proteinであり、chloroform　一　methanol及びbutanol－water菅野には可溶性

であるが、水には不溶性の性質を有する。

　近年、多くの研究者によりpreteelipidsに関して、この物質が刺激伝達物質に対する受

容体分子としての機能を有する可能性が検討されて来た。例えば、Fiszer＆De

Robertis（2）及びGodwin＆Sneddon（3）らは、ラット脳幹部由来のbutanol

extractsへの〔14　C〕または〔3H〕5－HTの結合実験から、5－HT結合成分としての

proteolipidsの関与を報告した。他方、石谷ら（4，5）は、上記ラット脳幹部より得ら

れるbutanol　extracts中には、多量のmyelin由来のproteolipidsが含まれていること及び

同物質が〔14C〕5－HTに対して高親和性のある結合能を有すること、さらにはその結合

をtryptami鍛eが特異的に阻害することを報告した。他方、著者ら（6）は、ラヅF脳幹

部mitochondria由来のproteolipidsに対する　〔i4C〕5－HTの結合実験の結果より、同物

質も5－HTに対して特異的結合能を有することを明らかにした。

　以上の事実より、中枢神経組織由来のproteclipidsは、それ自体が受容体分子の機能を

有する可能性は否定的となったが、特にインドールアミン（5－HT，　tryptamine）と特異

的に親和性を有することが当教室の研究にて明らかとなった。

　本章では、tryptamiRe受容体の分子構築を検討するための第一歩として上記myelin

proteolipidsを用いて、同物質とtryptamikeとの相互関係を特に結合本体の性質の面から

検討した。
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第一節

Myelin　proteolipids由来の脂質分画に対するtrypねmiaeの結合について

　緒　言

　Myelin　proteolipidsに対するtryptamineの結合について、当教室の他のグル隠忍プ

（7）により、特異性のある結合能を有すること、及びその結合本体は，脂質様の性質

を示すことが報告された。他方opiate受容体としての可能性が示唆されている

proteolipidsの本体に関しては、酸性脂質の1つであるsulphatides（CS）の関与が指摘さ

れている（8）。さらにJohnsonら（9）及び著者ら（10）は、脂質再構成系実験から

5封丁は特に酸性脂質群と高親和的に結合することを報告した。

　本実験では、myeiin　proteolipids中に存在するtryPtamifte結合物質の性質について、

同proteoiipidsより得られる脂質分画を用い詳細に検討した。

　実験材料及び方法

（1）Myelin分画の調製

　体重100Tl年O　gのWistar系雄性ラットの脳幹部を用いた。細胞分画法としては、

Norton＆Poduslo（ll）の方法に従った。その概略を図Ylに示した。摘出した脳幹部

より0．32Msucroseにて5％homogenateを作製し、このものをO．85　M　sucrose上に層

積し、馬立Rps－27型swing　rotorを用い、75，000×g　30分間の条件下で中間層

（myelin　rich　一　fragments）及び沈渣を得た。この中間層を集め等量の水を加え、156，000×

g　50分間遠心し、粗myeiin分画を得た。この粗myelin分画を5％hemogenateと同量

の水に懸濁させた（低張処理）。20分間放置：後、12，000×g　IO分間の条件下で遠心し沈

渣（myeH簸fragments）を得た。この操作は2回行なった。　Myelin　peiletを5％

homogenateと同量の0．32　M　sucroseに懸濁後、0．85　M　sucrose上に層恥し、上記遠心

条件下で中間層（myelin　rich　一　fragments）及び沈渣を得た。この中間層を集め等量の水

を加え156，000×g　50分間遠心してpure　myel藤分画を得た。（なお本操作はすべて4

℃にて行なった。）

　なお、myeliR分画の純度は、電子顕微鏡により形態学的手法にて確認した。
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5％　Homogenate　of　rat　bra．in　．stem　．（O．32　M　sucrose）

sucrose　density　gradient　（O．32－O．85　M　suc．）

centrifugatien　（75，000xg，　30　min）

　　　　　Interlayer

，，ud，m⊥欝雛縦lu撚欝esOf

　　　　　　　　　Osmotic　s’hock　（2　times）

　　　　　　　　　Myelin　pellets　w’ere　suspended　in　an　o［iginal．

　　　　　　　　　volumes　of　water　and　kept　fQr　20　min，

　　　　　　　　　　（centrifugation，　12，000　xg／　fer　2e　inin）

Myelin　pellet

　　　　　　　　　suerose　dens・ity　gradient　（O，32－O，85　M　／suc．）

　　　　　　　　　qentrifugation　（75，000　Xg，　30　min）

Pellet

Pellet lnterlayer

Pure　ml

Myeltn　layers　we’re　diluted

with　equal　velumes　of　water

ancl　’c．ent’rifuged　（156，000　x　g，

50min）．

，elin　fragments

Fig，　1－1．　Fractionation　method　of　myelin　fragment．s　from　rat　bra1n　stems．
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（2）Myelin　butanol　extractsの作製

　細胞分画によって得られたrnyeliR　fragmentsを50％sucrose（2ml／g　brain　stem）に懸

濁させ、10倍量の水飽和butanol液にて室温下2時間抽出した。抽出液を1，000×g　20

分間遠心し、得られたbutanol層を窒素気流下35℃にてもとの容量の約1／3に濃縮し、

myelin　butanol　extractsとした。

（3）脂質分画の作製

　脂質混液をMokrasch（12）のice－cold　ether処理法に従って、14％の水を加えて残渣

を可溶化したbαtanol　extractsより調製した後、種々の脂質分画をケイ酸カラムクロマ

トグラフィv・一一・にて同混液より作製した。すなわち、一定量の試料（lipid　phosphorUSとし

て約15μmo1）をケイ酸カラム（L3×15cm）上に層積し、表1－1に示した溶媒系にてそ

れぞれの分画を得た。各脂質分画は、窒素気流下蒸発乾固させ、butanol－water混液

（14％，V／V）に溶かして結合実験に用いた。

Table　1－1．　Sili¢ic　Acid　Coluran　Chromatogr3phy

Fraction

SolveRt　composition

（chloroform－rr｝ethanol，

v／v）

Total　volume

　（ml）

F－A

F－B

F－C

F一　ID

98　：　2

96：　4

90　：　10

80　1　20

60　：　40

50　：　50

0：　100

0
∩
）
　

0
　
（
）
門
0
　

∩
）
0

0
Q
ら
乙
　
食
）
　

4
4
　
4
4

（4）　〔14C〕Tryptamineとの結合実験

　各試料について一定量（0．3ml，　lipid　phosphorusとして約1μmol）を室温下20分間5

×IO…7　Mの〔14C）　tryptamineとincubateした。　IncubatioR後、反応混液をSephadex

LH2。カラム（0．6×19cm）上に層高した。溶出系にはStepwise法を用い、その溶媒と溶

出量は、chloroform，　chloroforin　一　methanol（CM）10：1各10ml及び9：116m1であっ
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た。カラムクロマトグラフィー後、各分画より一定量（0．2ml）をバイアルビンに分取

し、t・laene／Triton　X－100（2：！）シンチレーター（13）10mlを添加後、液体シンチ

レーシStンカウンターにて計数効率70～90％でその放射能を測定した。

（5）各脂質値の測定

　Cholesterolは、　Searcy＆Bergquist（14）の方法で測定した。各種phospholipidsは、

2次元展開を用いるNorton＆Autilio（15）のTLC法にて分離、同定後測定した。第一

展開溶媒としてchloroform－methaRo1－ammonium　hydroxide（14：6：1）を，、第二展

開溶媒としてchloroforra－acetone－methanol－acetic　acid－watεr（10：4：2：2：D

を用いた。なお、総脂質リン量の測定は、CheAら（16）の方法で行なった。　Miftor

galactolipids，　cerebrosides及びsuSphatidesも同様にTLC法にて分離、同定後測定し

た。すなわち、一定量の試料（lipid　phosphorusとして約2μmd）をTLCプレート上に

スポヅトし、chlor◎form－meもhano1－wa定er（70：30：4）の展開溶媒にて展開後、各脂質

を12vaporにて確認した。それぞれのgalactolipidに相当するスポヅトをフ．レーF上から

かき取り、CM（1：2）溶媒『にて抽出し，　Svennerholm（17）の方法で総脂質

galactose量を測定した。各脂質分子濃度を算出するために、以下の平均分子量（18）を

用いた。mi鍛or　galactolipids＝846，　cerebrosides＝82＆sulphatides＝933，

ethanolamiRe　phosphatides　＝　732，　choline　phosphatides　＝：　804，　sphingemyeiin　＝

800，phosphatidylseriRe＝820及びphosphatidyliRositol＝890．

一　8　一



　実験結果

　Myelin　proteolipidsより得られた脂質混液が、〔1℃〕tryptamineに対して結合能を保持

していたことより（7），proteolipids中に存在するtryptamine結合物質の性質を検索す

る第一歩として、同混液をケイ酸カラムク1・マ5グラフィーにてさらに4分画に分け、

各分画中の脂質群と（i4C〕tryPtamine結合能との関係を比較検討した。表！－2は脂質

混液より得られた4種の分画中の脂質組成の定性結果をTLC像より求めたものである。

Table　1－2．　Lipid　CompositioR　of　the　Several　Fractions　lsolated　frern　the　Lipid

Mixtures　of　Myelin　Butanol　Extracts

Frac毛ion Major　lipid　componeRt

F－A

F－B

F－C

F－D

Cho｝esterol，　minor　galactolipids

Cerebrosides

Etha黙olam融phospha宅ides，

sulphatides，　phesphatidylseriRe，

phosphatisylinositol

Cheiine　phosphatides，　sphiRgomyelin

　他方，、結合実験をSephadex　LH2。カラムクPtマトグラフィー一にて実施したが、　myelin

butanol　extractsの場合におけるSephadex　LH2。カラムからの〔℃〕Tryptar磁eの溶出

パターンを図1－3に示した。〔1℃〕Tryptamineの溶出ピークは、　CM　9：1にnarrow型

として現われた。この溶出された放射能が結合型か否かを明らかにするために、

butanolのみに〔14C〕tryptamiReを加えて対照実験を行なった。結果は、　narrow型の溶

出ピークが出現した位置に放射能は検出されなかった（methanol溶媒にてのみ溶出し

た）。よってこの放射能の溶出ピックは結合型であることが判明した。以上の結果より、

〔i4C〕tryptamineとの結合実験は全てSephadex　LH2。カラムクPマトグラフィーにて行

なった。
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Chloroform CM CM

5

4

3

2

銭
3
強
×

1

　　　　　10：1

ButaRol　extracts

働囎㈱ @Bu宅ano1－water面xtures

漣ダ曳

嘯

o　““　1　．・　！o　’　20
　　　　　　　　　　　　　　　　　Froction　No．，　O．8　ml

Fig．　1－3．　Sephadex　LH2s　chromatograrns　of　myeliR　butano1　extracts　and

butanol－water　mixtures．

Sampies　were　lncubated　with　5×10rm？　M　Ci‘C）　tryptamine．　The　discontinttous

elutioR　system　desbribed　in　the　text　was　used．

　Sephadex　LH，。カラムクロマトグラフィーを用いて脂質混液より得られた4種の分画

における〔14C〕tryptamine結合能を検討した（表レ3）。その結果は、　F－C分画のみが

元のmyelin　butanol　extractsが有するのと同等のtryptamine結合能を維持していた。さ

らに、myelin　butaRoi　extracts，脂質混液及びF－C分画と〔14C〕tryptamineとの結合溶

出パターンを上記同様Sephadex　LH2。カラムクロマトグラフィーにて検討したところ、

図1－4に示した様にこれら3種の試料は同様の溶出パターンを示した。以上の結果よ

り、：F－C分画は元のmyelin　butanol　extractsに存在する〔i4C〕tryptamine結合本体の

結合能及び分子構築度を完全に保持していることが判開した。
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Table　1－3．　（i‘C）　Tryp£amilte　Binding　to　Seve　ral　Fractions

FractioR Amount　of　tryptamiRe　bouRd　（％e）

Butafiol　extracts

Lipid　mixtures

F－A
F－B
F－C
F－D

72．2±6．4＊

71．8±5．3＊

NeRe
None
72．3±5．O

Noite

Several　fractions　were　incubated　with　5×10－7　M　（i‘C）　tryptamine．　After　incubatioR，　the

ifnixtures　were　passed　through　a　Sephadex　LH2e　coluran，　aRd　the　bouRd　radioactivity　was

measured　as　described　in　the　text．　Resui£s　are　expressed　as　the　peycent　of　total　input

radioactivity　（mean　±　S．　E．　M．　of　3　experiments）．

＊Data　from　Ref．　（7）

Chioroform　cM　CMr－YkenvrrwwanF1　rrMwwimrM－emrmMuaMMuno　1　g：1

霞
9
価
9
×

5

4

3

2

！

一　Butanol　extracts

　　　　　　　　Lipid　mixtures

㈹　
　騨 @劇嚇　su　　　F－C　 fra，ct童Gr1

ダ

副

／

！

，

ノ

｝

講
聾ヂ

ρ

ぎ
2
　
」
8
6

s
“
，

N
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N

o i 10 20

Froction　No．，　O．8　ml

Fig．　1－4．　Sephadex　LH2e　chromatograms　of　myeliR　butanol　extraces，　lipid　mixtures

aRd　FntC　fraction．　Samples　were　incubated　with　5×10’um7　M　（i‘C）　tryptamine．　The

discoRtinuous　elution　system　described　ifl　the　text　was　used．
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　当教室の他のグループ（7）は、myelin　butanol　extractsへのtryptamiRe結合の特異

性を検討した結果、tryptamine及び5－meth◎xytryptamineのみがmyelin　butanol

extractsへの〔i4C〕tryptamine結合を阻害するが．インドールアミン類似体及び他の神

経伝達物質は何らの作用も示さないことを明らかにしている。そこで脂質学僧及び

F－C分画が上記に示す〔i4C）　tryptambue結合能の特異性を保持しているか否かを明確

にするために、displacement実験を行なった。結果を表1－4に示したが、元のmyelin

butanol　extractsが示す特異性を両分画は完全に保持していることが判明した。

Table　1－4．　lnhibitloia　of　（i℃）　Tryptarztine　BIRding　by　Various　Compounds

％　 Inhiヒ》三t童OR

Compound

Llpid　rriixtures　F－C　fractlon　Butanol　extracts＊

Tryptarnine

5－Hy（圭roxytryp毛。茎）han

5－Hydoroxy－3－iRdo｝e　acetic　acid

5－1　ethexytryptamine

5－Hydyoxytryptamine

Acetylcholine

Dopamine

Noradfena｝ine

84．5±3，8

None

NoRe
IOO

No難e

Nione

None

NoRe

85．9±4．O

None

None

IOO

None

None

NoRe

None

59．4±12．3

NoRe

None

78．9±4．O

None

No難e

None

None

Samples　were　prelncubated　with　varlous　corepounds（all：5×10－4　M）for　30　rain，　and　then　5×IOrm了M

e4C〕tryptamine　was　added．　After三ncubati◎R，　the　bound　radioactlvity　was　measured　by　Sephadex

LH2g　column　chrorriatography　as　described　in　the　text　（rRean±S．　E．　M．　of　4　experirrieRts）．　＊Date　from

Ref．　（7）．

　特定な脂質再構成系のtryptamine結合能を検討する（第二章にて）予備段階として，

（i‘C）　tryptamilleに対して特異的な結合能を保持している3種分画中の脂質組成を定量

分析した。その結果を表1－5に示した。Mydi曲就anol　ex宅rac毛s中に含まれている塩基

性蛋白質と酸性脂質群とは強固に会合しているので、エ～テル処理にて得られた脂質混

門中の酸性脂質群〔stzlphatides（CS），　phosphatidylse曲e（PS）及びphGsphatidylinositel

（PD〕は概して元のb疵anol　extractsのそれより低い値を示した。今，、　F－C分画中の脂

質群でその含量が元のmye勲butaRol　extracts中のそれの10％以下のものは

tryptamine結合に関与し得ないと仮定すれば、同分画中の脂質群の内，、　ethaRolarniRe

phosphatides，　PS及びPIにのみtryptamine結合物質の本体としての可能性が認められ

る。
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Table　1－5．　Lipid　CompositioRs

Lipid Lipid　mixtures　F－C　fraction　Butanol　extracts

Cholesterol

Miner　galacloliplds

Cerebrosides

Suiphatides

EthanolarniRe　phosphatides

CholiBe　phosphatides

Sphingemyeline

Phosphatidylserine

PhosphatidyliRosito1

469．9±　14．0

23．3±2．0

226．4±4．0

7．0±O．6

310．3±7．0

！89．9±5．7

！6．4±O．9

3！．7±O．5

4．2±O．6

Not　detected　490．0±10．0

　1．4　1　O．5

　6．5±O．4

　0．4±O．2

301．8±6．2

Not　detected

　！．3±O．2

　！9．2±1．2

　2．8±O．1

21．0±O．8

306．7±7．6

79，0±1．7

303．1±3．3

192．3±4，7

38．5　±　3．8

76．1±4．2

8．6±O．3

Values　are　expressed　as　pt　g／iRcubatioR　inixture　（mean±S．　E．　M．　of　4　determinatiofls）．

　考察

　Mokrasch（12）のcold－eもher処理法は、　proteolipidsのprotein　一　lipid間の結合を選択

的に切りはなす。Myelin　proteolipidsを4倍量のice－cold　etherにて処理すると脂質分

画部に6．1％のprotein及び82。1％のlipid　phosphorμsが回収されると石谷ら（5）は報

告している。脂質混液をケイ酸カラムクmマトグラフィーにて4種類に分割した際、

F－C分画のみが、元のmyelin　butaRo｝extractsが示すのと同様のtryptamine結合能を

示し、この分画へのCi℃〕tryptamine結合の溶出パターンも、　myelin　butanol

extractsのそれとよく一致していた。さらにインドールアミン類似体及び他の神経伝達

物質を用いてのdisplacement実験より、F－C分画が、元の〔14C〕tryptamine結合能の

特異性を反映することが明らかとなった。以上の結果より、myelin　butanol　extracts中

に存在するtryptamine結合本体の性質をF－C分画が保持していることが強く示唆され

た。

　Myelin　butanol　extracts，脂質混液及びF－C分画における脂質定量分析の結果より、

F－C分画においては、脂質混液の脂質含量と比較してethanolamine　phosphatides，

CS，　PS及びPIの含量にはそれ程の低下が認められなかったが、　cholesterol，　minor

galactolipids，　cerebrosides，　choline　phosphatides及びsphingomyeliRには著しい低下が認

められた。これらのことより、myelin　butanol　extracts中に繕い出された〔i4　C〕一

tryptamine結合物質の本体として、上記4種の脂質の関与の可能性が指摘出来よう。
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第二節

Quaking　mice由来の各Pt　myelin　proteolipidsに対するtryptamineの結合について

　緒　言

　Quaking　rniceは、　Sidmanら（19）によって発見された遺伝子異常を呈する

mutantsであり，中枢神経系において著しいmyelin形成欠損が認められ、さらに異常な

歩行、戦懐、けいれんによって特徴づけられる。

　前節において、myelin　proteolipids中に存在する特異的高親和性〔1℃〕tryptamine結

合物質の本体として、特定の脂質分子（ethanolamine　phosphatides，　CS，　PS及びPI）の

可能性を示唆する結果が得られた。本節では上記可能性をより前進させる目的で、脂質

含量（特に酸性脂質群）の異なった種々のmyelin　proteolipidsを病態及び未熟動物より

調製し、〔14C〕　tryptamineとの結合能並びに競合実験（IC5。値）を用い分子構築面にお

いて両者より比較検討した。

　実験材料及び方法

（1）実験動物

　雌雄QuakiRg　mice（B6C3HE－qk種）をアメリカジャクソン研究所（NIH）より入手

し、当研究室にて自然交配（4～7回）させ、Quaking　miceを得た。動物はすべて温度

23±2℃，湿度55±5％の動物フード内で飼育し、轡型飼料及び飲料水は自由に摂取さ

せた。

（2）Myelin分画の調製

　本実験には次の条件のmiceを使用した。

Quaking　mol．lse特有の症状を呈しないlitter　mate（同腹）controlsの生後12　一　13　H　Wt，

2銑27日齢をそれぞれcontrol　pups及びco難trol　adults群とし、　Quaking　mutantsとして

は、26　一　27日齢のものを用いた。3種類のmiceにつき、断頭後全脳を摘出し、小脳及び

嗅脳を除去し試料とした。細胞分画法については、Matthieuら（20）の方法を一部改良

したものを使用した。その概略を図1－5に示した。（なお、操作はすべて4℃にて行

なった。）
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5％　Hemogenate　of　whole　brain　（O．32　M　sucrose）

sucrose　density　gradient　（O．32－O．85　M　suc．）

centrifugation　（75，000　x　g，　30　min）

　　　　Interlayer

　　　　　　　　Myelin　layers　were　di｝uted　with　equal　volumes　of

　　　　　　　　water　and　cen£rifuged　（156，000　x　g，　50min）．

Crude　myelin　fragments

　　　　　　　　Osmotic　shock　（2　times）

　　　　　　　　Myelin　pellets　were　suspended　in　an　origiRal

　　　　　　　　volumes　of　water　aRd　kept　for　20　min．

　　　　　　　　（centrifugation，　12，000　x　g　for　20　min）

Myelin　pellet

　　　　　　　　sucrose　deitsity　gradient　（O．32－O．85　M　suc．）

　　　　　　　　centrifugation　（71，500　×　g，　60　min　）

IPellet

1’ellet 　　　Interlayer

　　　　　　Myelin　layers　were　dlluted

　　　　　　with　equal　volumes　of　water

　　　　　　aRd　cen£rifuged　（156，000　x　g，

　　　　　　50min）．

Pure　myelin　fragments

Fig．　1－5．　FractionatioR　method　of　myelin　fragments　from　whole　mice　braiRs．

　小脳及び嗅脳を除いた全脳より0．32M　sucreseにて5％homogenateを作製し、このも

のを0．85M　sucrose上に層積し、　H立RPS－27型swing　rotorを用い、75，000×9　30

分間の条件下で中間層（myeliH　rich－fragments）及び沈渣を得た。この中間層を集め等

量の水を加え、156，000×g　50分間遠心し、粗myelin分画を得た。この粗myelin分画

を5％homogenateと同量の水に懸濁させた（低張処理）。20分間放置後、12，000×g

10分間の条件下で遠心し沈渣（myelin　fragments）を得た。この操作は2回行なった。

Myelin　pelletを5％homogenate量に対し1／3容量の0．32M　sucroseに懸濁後、　O．85M

sucrose上に層積し、日立RPS－25－3型swing　rotorを用い、71，500×g　60分間の遠

心条件下で中間層を集め等量の水を加え156，000×g　50分間遠心してpure　myelin分画

を得た。

（3）Myelin　butano｝extractsの作製

　　細胞分画によって得られたmyelin　fragmentsを50％sucrose（3ml／O．1　g）に懸濁さ

せ、10倍量の水飽和butanol液にて室温下2時間抽出した。抽出液を1，000×g　20分間
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遠心し、得られたbutanol層を窒素気流下35℃にて実験使用至適濃：度にまで濃縮し、

myeiin　butanol　extractsとした。

（4）　〔’℃〕Tryptamineとの結合実験

　試料（0．4ml）に水（14％）を加え沈渣を可溶化後、0．3mlを室温下20分間5×10”7

Mの〔14C〕tryptamineとincubateした。　IRcubation後、混液をSephadex　LH20カラム

（0．6×19cm）上に層窪した。溶出系にはStepwise法を用い、溶媒及び溶出量はそれぞ

れchloroform，　chloroform－methanol（CM）10：！各IOmi及びCM　9：116mlであった。

カラムクロマトグラフィー後、各分画より一定量（0．2ml）をバイアルビンに分集し、

teluene／TritonX－100（2：1）シンチレーター（13）10miを添加後、液体シンチレー

シsuンカウンター一にて計数効率70～90％でその放射能を測定した。

（5）蛋白質及び脂質値の測定

　Mye1盈butanol　extracts及び溶出された分画中の蛋白質含量は、　Lees＆PaxmaRら

のSDS－Lowry法（21）にて測定した。　Cholestero1、各種phospholipids及び

galactolipidsの測定は、第一節に記載した方法に従った。

（6）電子顕微鏡用試料作製

　Quaking　mice特有のmyelin形成不全症を確認する形態学的手段として電子顕微鏡法

を用いた。検鏡用試料をD超薄切片法、2）凍結破断（freeze　fracture）法の2種類にて調

整した。

　D超薄切片法

　Myelin試料をglutaraldehyde（4％）及びosmlum　tetroxide（2％）を用いて二重固

定し、ethanolにて段階的脱水後エポキシ樹脂を用いて包埋した。600～1，000　Aの超薄切

片をウルトラ・ミクロトーム（H：itachi　MUM　一2型）にて作製し、酢酸ウラ＝ル及び一酸

化鉛にて二重染色後、H：itachi　HU－12A（印加電圧100KV）電子顕微鏡にて検鏡した。

　2）凍結破断法

　．Myelin試料をglutaraldehyde（2％）で前固定後、30％glycerolにて後固定した。上

記前処理試料を液体窒素下で急速凍結後、EIKO　FD－2A凍結破断装置を用い一120℃、

10”6Torr以下の条件下で破断を行ない、露出した破断面に対しplatinum－carbonにて

shadowing（2π）し、レプリカ膜を作製した。得られたレプリカ膜は印加電圧125KV

の条件下で検鏡した。
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　実験結果

　本実験で用いたB6　C3　HFrqk種のmutants、　lit亡ermate　controls及びpups由来の

myelin膜を超薄切片法及び凍結破断法にて形態学的に観察した。図1－7に示す様に

（C）から得られたmyelin膜は、　control　adults（A）がmultHamei！a構造を有する

compact　myelin層を形成しているのと比較すると、　intraperiod　gapの形成が不完全であ

り、空間の多いいわゆるloosely　packed　myelin層を示していた。他方pups（B）は、

myetination形成が開始される時期である為に，　mukilametla構造を形成するまでに至ら

ないsingle膜が多数認められた。以上超薄切片法により、3種の試料間において

myelln膜形成の違いが明らかとなった。さらにlamella内の内在性蛋白質の面からも凍

結破断法にて検討を加えた。図1－8に示す様にcontrol　adults（A）は、　intraperiod

gap中にうめこまれている内在性蛋白質がhead　piec’eとしてlamella層を形成していた。

Pups（B）では、　head　pieceが一列に並んでいるものの方が多く見られた。　Mutants

（C）は、head　pieceの数が少なく、intraperiod　gapが脛巾で切断されていることと相

まって、内在性蛋白質量の少ないことが確認された。すなわち、2種類の超微形態法に

て、それぞれの試料のmyelin形成の相違が確認された。
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Fi＆　1－7．　Fre6ze－fractu．re　ele／ctronmictiographs．of　several　myelin　fract三〇ns．　A，

control　adults；　B，　pups　and　C，　Quaking　mutants，　Bar　equaLs　O．2・u　m．

　Quaking　mice由来のmyelin膜の構成成分に関して、生化学的に｝まg母lactolipids含騒二

の低下（22．）及びbasic　protein，　proteolipid　proteinの減少（20）が報告されている。表

1－6ば実験で用いたcontrol　adults，　pups及びQuaking　mutantsそれぞれの脳重量、

mアelin収量及び．myelin　butanol　extra¢ts中めp．roteolipid　protein，　lipid　phosphorus量を

示したものである。．Pups及びQuaking　mutantsの各項目における測定値は、　contr。l

adultsに対して有意差（p〈0．05）．を持つ．て減少してい．た。

　．CQntrol　aClults，　pups及びQuaking　mut．ants由来のbutanol　extracts中に含まれ．る．各脂

質組成の結果を表1－7に示した。C。ntrol　adultsに比べpups及びQuaking　mutanしs由来

のbUtan。l　extracts中の殆んどの脂質値は．減少していた。特にgalaqtolipid§は、

Bautnannら（22）の報告通り、その減少傾向がphospholipidsに比べ強いことが判明し

たρ
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Table　1－6．　Myelin　from　Central　Nervous　System

CeRtrol QuakiRg

Adult Pups

Age　（days）

Brain　weight
　　　　　（f；｝g）

Myel三n

　　Wet　weight＊

Proteolipid

　　PrOtein＊’＊

　　　　　（lng）

Lipid

　　phosphorus＊＊

　　　　　（　pt　mol）

26　一　27

367±5．04

54．82±2．43

23．41　±　2．55

67．2±4．4

12－13

333　±　1．83

9．45±O．63

5．76±1．01

38．0±1．40

26　一　27

341±3．19

9．42±O．73

2．15±O．36

44．4±5．！

“iag／g　brailt　＊“per　g　myelin　butanol　extracts

Meaa　±　S．　E．　M．　of　5　experiments

Table　1－7．　Lipid　Coraposition　of　Several　Myelin　ButaRol　Extracts

Co厩rol

Lipid

Aduk Pups

Quaking

Cholesterol

Minor　galactollpids

Cerebrosides

Sulphatides

Ethanolamine
phosphatides

Choline
phosphatides

Sphingorayelin

Phpsphatidyl－
serme
盈も9謝atldy1一

22．04　±　1．88

　！．30±O．15

！1．80±1．03

　2．50±O．45

19．40±2．37

14．76±！．69

1．42±O．12

　3．89ニヒ0．23

　0．66±O．02

8．78±O．70＊＊

O．70±O．23

4．94　±　O．10＊＊

1．39±O．02

8．06±O．53＊

8．19±1．13＊

O．55±O．02＊

！．93±O．30＊

O．41±O．05

　8．93±O．63＊＊

　O．22±O．05＊

　4．19±O．27＊＊

　1．59±O．1！

ll．80±O．83＊

10．17±O．79

　1．36±O．10

　3．42±O．23

　0．73±O．Ol

Results　are　expressed　as　mg／g　myelin　butanol　extracts　（meaR±　S．E．M．　of　3

experimeltts）．　Significantly　different　from　the　vall」e　of　control　adu！ts　at　＊p〈O．05　and

＊＊吹qO．Ol．
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　Qttakifig　mice由来の種々myelin　butaRol　extractsとの結合実験を5×1　O－7　Mの

〔’4C〕tryptamineを用いて行なった。　Control　adults（濃：縮度1／6）の場合における

Sephadex：L　H　20カラムからの〔1℃〕tryptamlneの溶出パターンは、　CM　9：1の領域に

結合型のnarrowなピークを示した。同様の実験をp即s，　mutaRts由来のmyelin

butanol　extractsについても行なった。2種のbutaRol　extractsの濃縮度をcontrol

adαltsと同程度にとどめると、　tryptamineに対して結合能を示さなかったが、．両試料共

に濃縮度を増すと結合能が出現することが判明した。以上の予備検討後、両試料のPS

含量をcontrol　adultsのそれとほぼ同程度に成る様にそれぞれ濃縮したところ、3種共に

同程度のtryptamiRe結合能を示した（表1－8）。

Table　1－8．　Mye｝in　Butanol　Extracts

Coittrols

Muta雛s
26－day－old 12－day－old

Lipid　phosphorus　（pt　rr｝ol）＊　67．2±4．．4　38．0±1．4　44．4±5．！

Phosphatidylserine　（pt　g）““　24．0±O．8　23．4tO．7　23．8±O．5

Araount　of　tryptamiite　bound（％）＊＊＊　75．9±1．5　77．8±2．7　75．9±1．！

Myelin　butanol　extracts　from　coRtrols，　pups　and　mutants　were　ccncentrated　to　！／6，

1／12　arkd　1／8　of　its　orlglnal　volume　and　theR　incubated　with　5　X　IOT？　M

C｝‘C）　trytarnine．　After　incubatioit，　the　bound　radieactivity　was　measured　by

Sephadex　LH20　celurr｝R　ckromatography　as　described　in　the　text．　Mean　±S．　E．　M．

of　3　deterrRinations．　”pt　mol／butaRol　extracts　of　g　myelin．　“＊pt　g／iRcubation

mixture．　＊＊＊％　of　totaHRput　yadioactivity．

　Myelin　pro毛eolipids中のtryPtamine結合物質の分子構築度を検討するために、非放射

性tryptamineとの競合実験を行なった。図1－8にその結果を示したが，5×10rm　4　M

のtryptamine（agonistとして1，000倍過剰）で3種のmyelin　butanol　extracts共に、

competitioR　plateau（競合飽和）を示した。しかしながら、　control　ad雛lts、　pups、及

びmutants由来のmyelin　bUtanol　extractsにおける見かけ上のIC，。値は、それぞれ3×

10－s，6×10－s及び2×lor　4　Mであった。
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Fig．　1－8．　Competition　curves　by　tryptamine　orp　the　specific　binding　of　［i‘C）　一

tryptamine　to　several　myelin　butanol　extracts．　Sampies　were　preincubated　with

various　concentrations　of　urilabelled　tryptamine　for　30　min　and　then　5　x　lO－7　M

（’‘C）　tryptamine　was　added．　After　incubation，　the　mixtures　were　chromatographed

through　a　Sephadex　LH20　columk　as　described　in　the　eext．　Specific　bindiBg　of

（i‘C）　tryptamine　was　defined　by　the　competition　plateali　occurring　at　O．5－1　mM

tryptamine．　Points　are　the　meaR　of　2　to　4　experiments．　The　extent　of　concentration

of　each　sary｝ple　is　described　in　Table　1－8．
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　考　察

　本節ではmyelin　butanol　extracts（すなわちproteolipids）中に見い出された

tryptamine結合物質の本体を解明するための予備段階として種々のmyelin膜を調製し、

それぞれのtryptamine結合能について脂質含量（特にPS）の面から検討した。モデル動

物としては、myeliR膜の遺伝的欠損症を呈するQuaking　miceを選び、さらに発生未熟

として同腹のp叩sを用いた。

　本実験に用いたQuaking　miceのmutationを確認する手段としては、染色体の遺伝疾

患度を検索するのが最も確実と思われるが、その技術的困難性より本論文では、電子顕

微鏡による形態学的手法にて、同動物のmutantsとしての確認同定を行なった。

　Control　adults，　p叩s及びmuta簸ts　myeliR由来のbutaRol　extractsのtryptamineに対

する結合能を検討した結果、3種共に同一の濃縮度（1／6濃縮）にてtryptamineとの結

合実験を行なうと、control　adultsのmyelin　butaRol　extractsが示した結合能をpups及

びmutaRtsのそれらは共に示さなかった。結合ピークを示さなかったpups及び

muta簸tsの各butanol　extractsにおいても、　PS含量をcoRtrol　adults程度になる様にそ

れぞれの濃度を調整すると、結合能の再現が認められた。しかしながら、さらに結合物

質の分子構築面からの検討を競合実験にて行なった結果、3種問において見かけ上の

IC　50値が一致しない事実が判明した。

　以上の事実より、myelin　proteolipids中に存在するtryptamiRe結合物質の本体とし

て、主としてPSが結合能の発現に関与していること、及び同結合物質の分子構築には

PS以外にも他の特定の脂質分子（多分、酸性脂質）の存在が不可欠であることが示唆さ

れた。
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第　二　章

酸性脂質による脂質再構成系へのtryptamineの結合について

　諸　言

　第一章において、myelin　proteolipidsに存在するtryptamineの結合物質の本体として

特定の脂質群（PE，　CS，　PS，　PI）特に酸性脂質の関与の可能性が強く示唆された。

　第一次的な脂質の機能は、生体膜及び細胞内顯粒群の構築における“moleCttlar

cement”としての役割であるが、より動的な生理機能も期待出来よう。例えば、　Loh

＆Law（1）は、脂質の動的な機能の1つとして受容体機構において脂質それ自体が結

合部位として直接作用すること、及びこの役割を担う候補として、多くの神経伝達物質

や薬物分子が生理的条件下では陽イオンに帯電していることより、酸性脂質が最適であ

ると指摘している。事実、いく人かの研究者（2，3，4）により神経伝達物質や薬物

の受容体としての可能性を有するproteolipids分子の本体に酸性脂質が関与しているこ

とが報告されている。

　他方ごく近年Cascio　＆　Kellar（5）によりラット中枢神経組織において、高親和性の

〔3H〕tryptamine結合部位（K。＝3nM）の存在が報告された。この発見は、従来生理学

的研究にて明らかにされたtryptamineニゴーロンの存在より示唆される神経伝達物質と

してのtryptamineの生理機能を支持するものであり、さらにtryptamine受容体の存在の

可能性をも指摘した。

　以上の様相より、本章では酸性脂質の中枢神経系における動的な生理機能の1つとし

てtryptamine受容体機構への関与の可能性を想定し、その検索の第一段階として完全

なin　vitro系での各種酸性脂質の再構成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験を立案し

た。

　実験材料及び方法

（D酸性脂質の作製

　CS，　PS及びPIは、新規に開発した以下の精製法にて調製した。体重100－！50　gの

Wistar系雄性ラットの全脳（小脳及び嗅脳を除く）をchloroform－methanol（CM）2：1

を用いて抽出し、粗脂質分画としてのいわゆる“Folch－washed　extracts”（6）を得
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た。同分画（総脂質として250㎎）をケイ酸カラム（L3×30cm）上に層積し、表2－1に

示した溶媒系にてクロマトグラフィーを行ない各分画を得た。各脂質分画より一定量

（総脂質として40～60μ9）をTLCフ．レ～ト上にスポットし、中性1次元展二開溶媒

chloroform－methanol－water（70：30：4）にてTLCを行ない各分画中の脂質組成を

確認した（図2－1）。

噸羅醗灘瞬

趨「

．

lipid　mix． F－2
　　．

F－3 F－4 F－5
　　．
F－6

Fig．　2－1．　Thin－layer　chromatograms　of　the　fractions　separated　by　silicic　acid　column

chroraatography　as　descyibed　ilt　Table　2－1．
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Table　2－1．　Silicic　Acid　Columri　Chromatography

Fraction

Solvent　composition

（chioroform可織e宅ha鍛01，

v／v）

Total　volume

　（ml）

－
ら
乙
9
σ
4
5
舜
）

「
一
｝
…
【
｝

F
F
F
F
F
F

98　：2

96　：4

90　：　IO

80　：　20

60　：　40

50　：　50

！00

120

！20

160

180

160

　ケイ酸カラムク1・マトグラフィーにて得られた分画より3種酸性脂質を含有する

F　一4及びF－5分画を集めその野州（総脂質として100mg）をDEAE　一　Ce｝lulose’カラム

（2×25cm）上に層寂し、表2一一2に示した溶媒系にてクロマトグラフィーを行ないそれ

ぞれの分画を得た。3種の酸性脂質の確認ほ、2次元TLC法［第1展開溶媒として

chloroform－methanol－amrnonium　hydroxide（14：6：1），第2展開溶媒として

chlorofomm－acetone－methaitol－acetic　acid－water（10：4：2：2：1）］によった。

Table　2－2．　DEAE－Cellulose　（acetate　type）　ColumR　Chromatography

Fraction SolveRt　corapositioR Total　volume

　　（ml）

A｝F

B
I
C

｝
…
一
F
F
F
H
一F

D【F

frac｛二ion

fractio鷺

chloroform　一　methanol

　　　　　（7　：　3）

　　　　methaRol

．acetic　acid

　　　　methaRol

Ch10rOfOrm－metha鍛0トammOnia，
（2　：　1　：　O．06）　containing　O．05　M

ammonlurr｝　acetate

　　　　methano1

560

320

400

360

400

80

　図2－2にその結果を示したが、F－1分画にはPSが、：F－R分画にはCS，　PIが溶出

されていることが明らかになった。
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fractions　separated

　　developed　in　a

　　PSをさらに精製する為に、　F－1分画（総脂質として8　mg）をケイ酸カラム（1．3×

30cm）上に層湿し、　chloroforrR－acetene－methanol－acetic　acid　一　water（le：4：2：

2：1）より成る溶媒系を用いクロマトグラフィーを行ない図2－3に示す結果を得た。

　　　　　　　　ゆPSは、3番目のピークとして出現し、このカラムクロマトグラフィーにおけるそれぞれ

の脂質の溶出位置は、同一溶媒によるTLCの結果（図2－2）とよく一致していた。
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Fig．　2－3．　Separation　of　phosphatidylserine　irorri　the　F－1　fractioR　by　siliclc　acid

column　chromatograpky．　The　acetic　acld　fraction　（F一　D　separated　by　DEAE－cel－

lulose　columR　chrorr｝atography　was　loaded　on　to　a　silicic　acid　columit　and　elution

was　carried　out　with　chloroform－acetone－methanol－acetic　acid－water　（10：　4　：　2　：

2：1）．　The　elatleR　pattem　of　lipid　phesphoras　is　preserked．　The　hatched　area

represents　the　separated　fractiea　as　PS．

　主としてCS及びPIを含むF一登分画（総脂質として18㎎）をケイ酸カラム（1．3×

30cm）上に層積し、　chloro£orm－methano1（CM）9：1，4二1及び3：2の3種溶媒によ

るStepwise法にてクロマトグラフィーを行なった。図2－4にその結果を示したが、

CSはCM　4：！にてPIはCM　3：2にて溶出した。他方、大部分の不純物は、　CM　9：1及

び4：1のフロント部分に溶出した。なお、3種酸性脂質、CS，　PS及びPIの収量は、　g

tissue当りそれぞれ0．9，2．5，0．3ptgであり、それらの純度は96％以上であった。
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Fig．　2－4．　Separa£ion　of　sulphatides　and　phosphatidylinositol　from　the　F一　fi　fraction

by　silicic　acid　columit　chromatography．　The　chlorofoyry｝一methanol－ammenia－am－

monium　acetate　fraction　（F一　fi）　separated　by　DEAE－celluiose　co｝umn　chromato－

graphy　was　loaded　on　to　a　silicic　acid　column．　Stepwise　elution　was　carried　out　with

the　followlng　solveRes：　120　ml　of　chlcrofoym－methanol　（9：1），　240　ml　of

chloroform－raethanol　（4　1　1）　and　120：ril　of　chloroform－methanol　（　3　1　2）．　The

elution　profiles　of　lipid　phosphoras　and　CS　（as　the　coioured　complex　formed　with　CS

and　azure　A）　are　iRdicated．　The　hatched　areas　represent　the　separated　fractioR　as

CSandP王。

（2）シナプス膜の’調製

　　体重IOO－1SO　gのWistar系雄性ラットより全脳（小脳及び嗅脳を除く）を摘出した。

細胞分画法については、石谷ら（7）の方法に従った。その概略をec　2－5に示した。摘

出した全脳より0．32M　sucroseにて10％homogenateを作製し、このものを1，000×g

！0分間の遠心下、沈渣（核）と上清部に分画した。上清部をさらに10，000×g　20分間の

遠心にてCrude　mitochondria分画（沈渣）を得た。この分画を10％homogenate量に対

し約1／4容量の0．32M　sucroseに懸濁後、0．8M及び1．2M　sucroseの不連続ショ糖密度

勾配層上に層積し日立RPS－27型swing　rotorを用い53，500×g120分間の遠心条件下
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でF－A（particle　density：032－O．8M　sucrose，　myelin－rich），　F－B（particle　density；

0．8－1．2Msucrose，　synaptosomes－rich）及びF－C（pellet．　mitochondria－rich）の3

分画に分画したeF－B分画を集め、5倍量の水にて希釈後、27，000×g　30分間遠心

し、沈濱を得た。このものを3ml／original　g　tissueの水に懸濁させ低張処理とした。30

分間放置後再度0．8M及び1，2Msucroseの不連続ショ糖密度勾配目上に層積し、上記条件

下で遠心し得られたF－B分画をsynaptic　plasma　membranes分画とした。なお、

synaptic　plasma　membranes分画の純度は、電子顕微鏡法にて確認した．（上記操作行程

は、全て4℃にて行なった。）

Fig，　2－6．　Electronmicrograph　of　synaptic　plasrna　mernbranes　fraction　showing　a

rather　homogeneus　population　of　synaptosemes　ghosts　（sg）．　Arrows　indicate

attachment　of　subsynaptic　structures．　sv，　＄ynaptic　vesictes；　s，　damagecl　synapto－

somes，
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10　906　Homogeltate　of　whole　brains　（O．32　M　sucrose）

wwMsnvMth一一一一一一一一　　　　　　1　centrifugation　（1，000　X　g，　IO　min）

　　　　　　1

　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

Nuclei　Supernataltt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rmMwwT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cerユtrifugaもiOit

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10，000　×　g，　2e　min）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

Pellet　（Crude　mitochondria）　Superfiatant
　　　　　　　sucrose　density　gradieRt

　　　　　　　　（032－O．8－1．2　M　suc．）

　　　　　　I

　　　　　　I　ceRtrifugation　（53，500　x　g，

　　　　　　1

120　min）

　　　　　　l　　　　　　　　　I　　　　　　　　　l

　　　　F－A　F－B　F－C（O．32－O．8M）　（O．8－1．2　M）　（＞1．2　M）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Iltterlayers　were　difuted　wlth　5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　volumes　of　water　and　centrifuged

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（27，000　X　g，　30　min）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

Pellet　（Crude　synaptic　plasma　merv｝byaRes）

Osmotic　shock：　Peliets　were

suspeaded　in　3　ml／g　origRal

tissue　of　water　and　kept　for

30　min　at　O℃．

sgcrose　deRsity　gradient

（O－O．8－1．2　M　suc．）

ceRtrifugation　（53，500　x　g，　120　min）

　　　F－A　F－B　F－C（O－O．8M）　（O．8－1．2　M）　（＞1．2　M）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Interlayers　were　diluted　with　5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　voluines　of　water　and　centrifuged

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（27，000　X　g，　40　min）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛

　　　　　　　　　　Pure　synaptic　plasma　membranes

Fig．　2－5．　Fractionation　method　of　synaptic　plasma　membraRes．
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（3）脂質値の測定

　シナプス膜中Q各脂質含量の測定は、第一章に記した方法に従った。ただし

galactolipidsの内CSのみはorcinol法より約30倍の高感度であるAzureA法（8）にて

計測した。

（4）　〔3H〕Tryptamineとの結合実験：

　シナフ．ス膜に存在する3種の酸性脂質含量（CS，17μg；PS，108μg；PI，26μg）値に

て種々の脂質再構成系を作製し、butaRol・一・water混液（含水率14％v／v）1　mlに可溶

化させた。同試料（0．25ml）を室温下20分間〔3H〕tryptamineとincubateした。

Incubation後、反応二二をSephadex　LH2。カラム（0．6×15cm）上に層積した。溶出系に

eZ　Stepwise法を用いた。溶媒と溶出量は、　chloroform，　chloreform　一　methanol（CM）

10：1を各8m1、及び（CM）9：1　12mlであった。クロマ5グラフィー後、各分画よ

り一定量（0．4ml）をバイアルビンに入れ、空気気流下38℃にて蒸発後、　tclgieRe－ethano1

（9：！v／v）シンチレーター！0m1を加え、液体シンチレーションカウンターにて計数

効率30～40％でその放射能を測定した。

実験結果

　〔3H〕Tryptamineと各種再構成系との結合実験を行なうに際し、シナプス膜に含まれ

る各脂質の定量分析を行なった。その結果を表2－3に示した。各脂質値について、

Table　2－3．　Lipid　Composition　of　SyRaptic　Plasrx｝a　Membranes

L三pid Cortices Stems

Cholesterol

Minor　galactolipids

Cerebrosides

Sulphatides

Ethanolamine　phosphatides

Choline　phosphatides

SphingomyeliR

Phosphatidylserine

Phosphatidylinosito1

70．0±5．5

　0．2±O．l

　l．1：：ヒ0．1

　0．8±O．1

94．4±3．4

120．3±3．3

12．3±O．5

24．9±1．2

　5．9±1．1

76．3±　7．2

　1．5±　O．5

15．6±二　！．4

　7．8±　O．9

101．9±　6．3

128．3±！0．I

16．9±　1．3

29．1±　1．5

　ZO±　1．0

Values　are　expressed　as　pt　g／rag　dry　weight　（mean±S．　E．　M．　of　4　determinations）．

Cortices：　certex十hippocampus．　Stems：　midbrain十striatgm十hypothalamms十poRs－medul－
la．
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Cortices（cortex十hippocampus）とStems（nr｝idbrain十striatum十hypothalamus十poms－

medulla）に分けて測定した両者間で、　minor　galactolipids，　cerebrosides，　CSを除いて他

のすべての脂質はほぼ同程度、両分画にふくまれていることが判明した。従って、以下

の再構成系実験での脂質含量はそれぞれ両試料の平均値を用いた。なお、反応液0．25

mlは、1㎎乾燥シナプス膜重量に対応するものとした。

　CS，　PS及びPIより作製した各種酸性脂質再構成系と〔3H〕tryptamineとの結合実験

をSephadex　LH2。カラムクロマトグラフィーにて行なった。表2－4にその結果を示した

が、PS，　PS＋CS，　PS＋PI及びCS＋PS＋PI系は互いに同程度の〔3H〕tryptamine結合

能を再現したが、他の再構成系には何らの結合能も認められなかった。これらの結果よ

り、tryptami簸e結合能を再生するには、　PSを主成分とする特異的に構築されたある種の

脂質複合体の必要性が示唆された。

Table　2－4．　（3H）　Tryptamine　BindiRg　to　Various　Reconstituted　Fractions

Fraction AmoLint　of　£ryptamine　bound　（％）

cs
ps
PI

cs　十　ps

CS　十　PI

PS　十　PI

CS　十　PS　十　PI

　Nolte

60．0　±　1．5

　None
6／．1　±　1．O

　NoRe
62．4　±　2．6

61．0　±　2．6

Various　fractions　were　iRcubated　with　5　nM　of　（3H）　tryptamiBe．　After　incubatioR，　the

rnixtures　were　passed　through　a　Sephadex　LH2e　columlt，　and　the　bound　radioactivity　was

measured　as　described　iR　the　text．　Results　are　expressed　as　the　percent　of　total　input

radioactivity　（mean±S．　E．　M．　of　5　experimeRts）．

　さらに、ほぼ同程度の結合能を有した4種構成系に対し、tryptarnine及び

5－methoxytryptamineを用いて競合実験を行ない分子構築の程度を比較検討した。表2－

5にその結果を示した。5－methoxytryptamineを用いた場合、　PS十CS系においては見か

け上のIC，。値が他の再構成系に比べ最も良い値を示した。他方、　tryptamineを用いた場

合は、4種類の再構成系においては有意の差が認められなかった。以上の結果より

PS十CS系を用いて以下の実験を行なった。
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Table　2－5．　ICse　Values　of　Tryptamine　and　5－Methexytryptamine　agaiRst　（3H）一

Tryptamine　Binding　to　Several　RecoRstituted　Fractiolts

IC，，，×le　pt　M

Fraction

Tryptamine 5－Methoxytryptamine

CS　十　PS　十　PI

PS　十　PI

ps　十　cs

ps

7．8　±

8．2　±

7．0　±

7．3　±

O．69

0．38

0．68

0．75

3．7　±　O．17

4．3　±　O．52

1．5　±　O．21＊

4．4　±　O．44＊

The　recoRstituted　fractions　were　prelncubated　with　various　conceRtratioRs　（5，　10，　25，　50，

75，　IOO，　25e，　altd　500　pt　M）　ef　displacers　for　30　min，　aRd　then　5nM　of　（3H）　tryptamiRe

was　added．　After　incubation，　the　bound　radioactivity　was　measBred　by　Sephadex　LH2e

column　chrorr｝atography　as　described　in　the　text．　Both　tryptamine　一　and　5－raethoxy－

tryptamine－specific　bindixgs　were　defined　by　the　competition　piateati　occurring　at　250

pa　M　displacers．　The　apparent　ICso　value　（mean　±　S．　E．　M．　of　4　experiments＞　is　defiRed

as　that　drug　coRcentration　requ｝red　to　inhibit　50％　of　specific　blndlng，　and　was　calculated

from　the　cQmputer－geReyated　competition　cgrve．　“Significantly　differeRt　from　PS

fraction　at　P〈OOOI．

　　PS及びCSより成る再構成系に対し〔3H〕tryptamineとincubate　L，　Sephadex

LH，。カラムクロマトグラフィーにて〔3H〕tryptamine，　PS及びCSの溶出パターンを検

討した（図2－7）。カラムからのPS及びCSのtotal　recoveryはそれぞれ75．4％，82．

9％であり、両脂質の大部分（72．9％，70．4％）はCM　9：1にて溶出した。結合型

〔3H〕tryptamineの溶出ピークとPSのそれとはCM　9：1のほぼ同じ位置に確認され

た。他方CSは、〔3H〕tryptamineの結合型ピークより5～7分画後方に溶出された。再

構成系での脂質複合体の形状（逆相ミセル、リボゾーム、等）に関しては不明であるが、

結合型〔3：H）　tryptamineの溶出領域内のCS及びPSはtryptamineとの結合型であると

仮定すると、おのおののtryptamineに対するモル比は、5，000及び80，000となった。
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Fig．　2－7．　Sephadex　LH20　chroma£ogram　of　the　reconstituted　fraction　with　PS

and　CS．　Sample　was　incubated　with　2　x　IOnv9　M　of　（3H）　tryptamine．　The’

discontinuoKs　elution　system　descrlbed　iK　the　text　was　used．　To　determine

the　1）S　and　CS　concentratioR，　each　3　（or　4）　fractions　were　combiRed．

　　PS＋CS系が示すtryptamine結合能を動力学的に検討した（〔3H〕tryptamine

O．8－15nM）。その結果を図2－8に示したが、飽和曲線（〔total〕一〔noRsaturable〕）

及びその二重逆数プロットより明らかな様に、同再構成系には少なくとも2種類の

tryptamine結合物質（部位）の存在が示唆され、それぞれの見かけ上のK、値は、3．0及

びlOnMであった。
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Fig．　2－8．　Blnding　curves　altd　double　reciprocal　plot　of　（3H］　tryptamine　to　the

reconstitLited　fraction　wi£h　PS　aBd　CS．　Saturable　binding　was　defiRed　as　the　total

bia曲g　minus　b三nding　ln　the　presence　of　5×10　4　M　unlabe｝led　tryptamine

（RoR－saturable），　aRd　those　compoAeR£s　are　plotted　as　a　double　reciprocai．　Each

peint　represents　tke　raean　of　2－3　experimeRts．　KDi，　3　nM　aRd　KD2，　10　nM

　「2種酸性脂質より成る再構成系が示す〔3H〕tryptamine結合能の特異性を検．討するた

めに各種インドールアミン類似体及び神経伝達物質を用いて競合実験を行なった。なお、

高親和性結合部位を選択的に識別すべく〔3H〕11gand濃度を3nMに定めた。表2－6にそ

の結果を示したが、tryptamiRe及び5－methoxytryptamineのみが高親和性〔3H〕一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　夢

tryptamine結合を抑制し、他の薬物群は何らの作用も示さなかった。
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Tabie　2－6．　lnhibition　of　（3H）　Tryptar｝’iiRe　Binding　by　Various　Compounds

Compound 906　lnhibition

Tryptamine

5－Hydroxytryptamine

5－Methoxytryptamine

5，　6一一Dihydroxytryptamine

Bufotenine

5－Methoxy－N，　N－dimethyl－tryptamine

DimethyltryptamiRe

5－Hydroxytryptophan

5－Hydroxy－3－iRdole　acetic　acid

Dopamine
Nora（玉renali難e

Acetylcholine

Histamine

r－Aminobutyric　acid

Giutamic　acid

Aspartic　acid

Glycine

88．5　±　O．7

None
100

None
None
None
None
None
None

NoRe
None
None
None
None
None
NoRe
None

The　reconstituted　fraction　with　PS　and　CS　was　preincubated　with　various　compounds

（a｝1　：　500　pt　M）　for　30　rein　and　then　3　nM　of　C3H）　tryptamine　was　added．　After

incubation，　the　bound　radioactivity　was　ry｝easured．　by　Sephadex　LH20　column

chroraatography　as　described　in　the　text．　（rr｝ean　±　S．　E．　M．　of　4　experimeRts）．

　　考　察

　　第一章において、myelin　proteolipidsに存在するtryptamine結合物質の本体として特

定の脂質群（特に酸性脂質）の関与の可能性が強く示唆された。著者は、5－HT結合物質

の本体において酸性脂質の関与の可能性を支持する実験結果を得た。すなわち図2－9

及び2　一10に示す様に結合型〔1℃〕5－HTの溶出領域内にCSの存在が認められ、さら

にCS＋PI系より成る再構成系が〔1℃〕5－HTに対して高親和性の結合能を有することを

明らかにした。
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　他方、予備実験として〔14C〕tryptamineと酸性脂質再構成系との結合実験を（F

－C分画中のPS，　PI含：量による脂質再構成系）行なった（図2　一11）。　PS単独系は、元

のmyelin　proteolipidsが示す溶出パターンと類似した同程度の結合能を示した。しかし

ながら、競合実験の結果よりPS単独及びPS＋PI系共にインドールアミン類似体及び他

の神経伝達物質に対する特異性を再生していないことが判明した。以上の知見より、同

酸性脂質群の情報伝達系での動的機能の一つとしてのtryptamine受容体機構への関与の

可能性を完全なin　vitroでの脂質再構…成実験手技を用いて詳細な検討を試みた。
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Fig．　2－ll．　Sep｝aadex　LH2e　chrorBatograms　of　phosphatidylserine　and

phosphatidylinositol．　An　aliquot　of　sample（20　pt　gPS　aRd　3　pt　gPI）　was

dissolved　iR　O．3　ml　of　butanol－water　mixture　（14％，　’v／v）　aRd　then

incubated　with　5×10de7　Ci‘C）　tryptami”e．　Stepwise　elu£ion　was

carried　out　as　described　in　the　text．

　3種酸性脂質より調製した種々の脂箪再構成系への〔3H〕tryp毛ami漉結合実験の結

果、PS，　PS十CS，　PS十PI及びCS＋PS十PI系共にtryptamine結合能を保持していた。

しかしながら、これら4種の脂質再構成系の分子構築度の違いを競合実験より明らかに

することが出来た。すなわち、上記4種の脂質再構成系において、tryptamineに対す
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るIC5。値には差異が認められないが、5－methoxytryptamineの場合、　PS＋CS系が最も低

い値（すなわち、高親和性）を示した。これらの結果より、〔3H〕tryptamineに対して高

親和性結合能を再生する脂質再構成系として、本章ではPS＋CS系を選択した。

　PS＋CS系への〔3H〕tryptamine結合能を動力学的に検討した結果、結合物質（また

は部位）が2つより成る多様性の結合様式を示した。この機構については、現在のとこ

ろ適切な説明が出来ないが、酸性脂質再構成系の結合様式の多様性は、〔3H〕5－HTとの

結合実験でも観察されている（4、9）。今、かりにこれらの結合物質（部位）がお互い

に相関関係を持たないとすれぼ、見かけ上のKD値は二重逆数プロットで算出可能とな

る。本再構成系においては、上記解析法にて3及びlOnMのK。値が得られた。なお、脳

組織由来のシナプス膜に存在する高親和性〔3H〕tryptami簸e結合部位のKD値に対して

は、いく人かの研究者（5、10、11）によって1．2～3．7nMという値が報告されている。

さらに、同結合能の特異性を検討した結果、tryptamine及び5－methoxytryptamineとは

相互作用を示すが他の物質とは何らの親和性も示さなかった。

　本章で立案した完全なin　vitro系での酸性脂質再構成系実験にて、ある特定の酸性脂

質群（PS，　CS）より構築される脂質複合体が〔3H：〕tryptamine対して特異的高親和性結

合能（すなわち、～nMのKD値、5－HTや他の神経伝達物質と何らの親和性をも示さな

い）を示すことを明らかにした。

　近年いく人もの研究者により特定の酸性脂質が生体生理活性物質の同受容体への結合

に関与している事実が判明しつつある。例えば、Lohら（12）は、　opiate受容体の認識部

位の立体構造的考察より、同部位の本体としてのCSの可能性を指摘している。　Ebadi

＆Chweh（13）は、　GABA認識部位にsulpholipidsが含まれていることを報告してい

る。さらに、L－glutamate受容体の結合能をPSが制御していること（14）、及び5－H：T，

受容体の分子構築においてCS，　PS，　PIの3種の酸性脂質が認識部位並びに同分子機構の

調節因子としての役割を担っていること（15，16）が実証されている。以上の様相より、

2種酸性脂質PS，　CSはtryptami鍛e受容体の分子構築において一部分認識部位としての

関与の可能性が強く示唆された。
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第　三　章

中枢神経系でのtryptamine受容体機構における酸性脂質の役割について

　緒　言

　Tryp£amineは構造的にインドール骨格を有し、中枢神経系に存在するトレ’一スアミ

ンの1つであり、H：essら（Dによって1959年に始めて脳内に存在することが定量的に確

認された。しかしながら、同じインドール骨格を有する5旧丁については、神経刺激伝達

機構におけるその生理機能の研究が進んでいるのに対し、tryptamineに対してはほとん

ど注目されなかった。このことに対する最大の理由は、内在性宅rypもamine量がきわめて

少ないことであった。5－HTの場合は、0．3～0、4μg／g組織（2）で存在しているのに対

し、tryptami鞭eは0，5～hg／g組織程度（3）であった。この量的に少ないということ

が、同物質の局在性、及び生理応答に対する定量分析に関する検索を遅らせた。

　Tryptaraine　・ユー一一　Ptンが中枢神経系に存在することを始めて報告したのはDewhurst

＆Marley（4）であった。彼らは、ヒヨコを用い脳室内へ5－HTを注入すると、皮質に

おける脳波において抑制作用が見られるが、tryPtamineの場合は興奮作用が引き起こさ

れることを報告した。またCoxら（5）は、ラット視床下部への5－HT及び

tryptamineの注入実験より、5－HTでは基礎体温が下降するが、　tryptamineでは逆に上昇

するという体温に関して両インドールアミンでは正反対の作用を有することを報告した。

さらにJones（6，7）は、ラット皮質ニューロン群へ微小電極法を用い5－HT及び

tryptamineを注入させた後の変化を観察すると，、ニューロン群膜電位のおおよそ40％

はtryptami簸eを用いることによって抑制されるが、5－HTの場合は興奮することを報告

し、中枢神経系には、5－HTニューPンとは別にtryptamine　：一ユーロンの存在をより明白

にした。他方、radioreceptor一結合実験法の進歩により、近年Cascio＆Kellar（10）

は、ラット中枢神経系組織において、高親和性の〔3H〕tryptamine結合部位（K：。＝3

nM）すなわちtryptamine受容体の存在の可能性を報告した。

　以上の知見より、前章で得られた実験結果より導き出された仮説、すなわち特定の酸

性脂質群より成る一種の脂質複合体が高親和性tryptamine結合部位（tryptamine受容

体）の分子構築における認識部位または調節因子として関与の可能性を、受容体レベル

の検索にて実証することに最終目標を定めた。本章では、ラヅト中枢神経系組織よりシ
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ナプス膜を単離し、同膜上に存在するtryptamine受容体の特異的識別法（温度依存性高

親和性結合）を新規に開発し、さらに同受容体機構への酸性脂質の確かな関与を明らか

にした。

　実験材料及び方法

（Dシナプス膜及び各種脂質の作製

　体重100一　15e　gのWistar系雄性ラットの全脳（小脳及び嗅脳を除く）より0．32M

sucroseにて10％homogenateを作製後、第二章（P，29）ですでに記述した石谷らの細

胞分画法（8）にてシナプス膜分画（穎粒密度：0．8－1．2M　sucrose）を得た。同膜分画

を遠心後、沈渣としての膜成分は最終的に0．05M　Tris－HCI　buffer，　PH7．4にて懸濁（4

㎎protein／ml）し、液体窒素下急速凍結させ一75℃に保存した（通常1～3週間）。本

実験で使用した脂質群は、ラット全脳（小脳及び嗅脳を除く）より単離精製（純度96％

以上）した。酸性脂質（CS，　PS，　PI）はすでに記述した（第二章P．24）方法を、

ethanolamine　phosphatides（PE）並びにcholine　phosphatides（PC）にはRouserら

（9）の方法を用いた。

（2）　〔3H〕Tryptami登e受容体との結合実験

　凍結膜試料を急速解凍後、一定濃度の膜懸濁液（通常2㎎protein／ml）を37℃55分

間incubateした（up－regulation操作）。　Preincubation後27，00e×g25分間遠心し得ら

れた膜分画をstandard　assay　medium（5．7mM　ascorbic　acid，！0μMpargyliRe　一　O．05

MTris　buffer，　PH7．4）に懸濁（㎎proもe擁／ml）し、　radioreceptor一結合実験に用い

た。結合実験の条件は、基本的にはCascio＆Kellar（10）の方法に準じた。すなわち、

上記膜懸濁液0．5mlを用いて一定濃度の〔3H〕tryptamineと0℃60分間iRcubateした。

反応終了後、rapid－filtration法（Whatman　GF／B　filter）セこて結合型〔3　H〕一

tryptami汽e量を計測した。使用したシンチレーターはtolueRe／Triton　X－100（3：1）

系であり、液体シンチレーションカウンターにて計数効率30～40％でその放射能を測定「

した。特異的〔3H〕ligaRd結合量は、〔総結合量〕一〔非特異的結合量：1－10μM非放

射性tryptamine存在下での結合量〕で得られる値とした。結合実験は全て、各3列を1

組とした。

（3）膜蛋白質の定量

　膜蛋白質の定量は、牛血清アルブミンをstandardとするLees＆Paxmanらの
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SDS　一：Lowry法（ll）にて測定した。

（4）Data解析

　Scatchardプロットの結果は、　Bceynaems＆・Dumontによるnonlinear　regression（非

直線回帰）法（12，13）にて解析した。なお、one－siteかtwo－site　mode1のいずれに適し

ているかの検定は、F－test分析（P＜0。Ol）にて行なった。使用したコンピューター

はNEC　PC－9800である。

（5）脂質修飾試薬によるシナプス膜の前処理

　脂質修飾試薬として本実験では、AzLire　A，　phospholipase　A2（EC　3．1．1．4　from，　Naja

Naja，290U’／㎎solid）及びD（EC　3．1．4．4　from　Peanut，250U／㎎solid）を用いた。

　　　　　　　　　　　　　vvvv
反応条件は、Azure　Aにおいては、0。05M　Tris　buffer（PH7．4）で0℃30分間膜試料

（2㎎protein／mDとincubation後、直ちにup－regulation（37℃55分間）を行なっ

た。Phospholipases群では、0．05M　Tris－2mM　CaC12　buffer（PH7．4）下37℃55分間と

した。（すなわち、up－regula毛ion操作と同時incubation）。なお、5mM　EGTAの添加

にて反応を停止させた。Phospholipase　A2処理後の膜試料は、直ちに1％defatted

BSAにて0℃30分間incubateし、同酵素にて膜脂質より生成したby－prcducts（fatty

acid，　lysophosphatides）を洗浄除去した。

　実験結果

　〔3H〕Tryptamineとの結合実験に際し、まず〔3H〕tryptami嚢e結合への37℃におけ

るpreincubation時間を検討した。図3－1にその結果を示したが10分間のincubatiOkで

すでに特異的〔3H〕tryptamine結合能は1．9倍の増大が認められ、55分間のincubatioRに

て最大2．4倍の増加が得られた。さらに興味ある現象として、20分問のincubationで非特

異的結合量の著しい減少（約70％）が観察出来た。これらの事実より、preincubatiOR過程

で発現した特異的結合部位の少なくとも一部分は、非特異的結合部位からの転換に起因

するかもしれない。なお、膜試料の懸濁濃度について検討し（0．5，LO，2．0㎎prote雛／

m1），2．0㎎protein／mlの条件下が最も再現性の高い結果を与えることが判明した（表

3－1）o
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Flg．3－1．　Effect　of　preincubatlon　time　on　（3H）　tryptamine　binding．　Rat　bralR

synaptic　plasma　membraRes　were　suspended　iR　O．05　M　Tris　一HCI　buffer　，　PH　7．4　（2

mg　protein／ml）．　Aliquots　weye　preincubated　for　tlte　appropriate　period　of　time　at

37℃．Foilowing　centr漁gation　and　washiRg　bindlRg　assay　was　done　with　3　nM

（3H）　tryptamiRe　as　described　in　the　text．　Valges　are　expressed　as　the　mean　±S．

E．　M．　of　4　experirr｝ents．

＊SignificaRtly　different　from　the　value　of　10　min　perriod　at　P〈O．05．

Table　3－1．　Effect

Tryptamine　BindiRg

of　ConcentratloR　of　SPM　一　suspension　on　Subsequent （3H）　一

Preincubation

tlme　（miR）

CoRcentration　of　SPM－suspension　（mg／ra1）

（
U
O
O

3
4
ρ
0

11044

9077

9776

±　2877

±　3251

±　1754

7660　±　1999

9614　±　1239

9401　±　2277

10994　±　967

！1248　±　2103

13630　±　872

Rat　brain　synaptic　p｝asma　membranes　（SPM）　were　suspeitded　in　O．05　M　Tris－HCI　buffer

（PH　7．4　）　as　iRdicated．　After　preincubation　for　the　appropriate　period　of　tiipe　at　37℃，

specific　binding　（dpm／mg　proteiR）　was　measured　wlth　3　nM　（3H）　tryptamiRe　as

clescribed　in　the　text．　The　data　are　expressed　as　the　mean±S．　E．　M．　of　3　experimeRts．
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　温度依存性一〔3H〕tryptamine結合能の増大（すなわち、　up－regulatioR）の機構を検

討する為にScatchard解析を行．なった。その結果を図3－2，3－3に示したが、膜試料

の0℃preincubatioR下での〔3H〕tryptamine結合のScatchardフ．ロットは直線性を示

し、：KD　・33．1RM，　Bmax＝543　f　moles／mg　proteiRであった。しかるに、37℃55分間

のpreincubationを行なうと、得られた同プロヅトは非直線性を示した。さらに、

RoR｝inear　regressior｝解析の結果、　o鍛e－siteよりもtwo　一　siteモデルに統計的に有意に適

合した。その時のKD，　Bmax値は、高親和性部位で0。45nM，102．7fmoles、低親和性部

位で33．7nM，603．4fmolesであった。
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Fig．　3－2．　Scatchard　plot　of　（3H）　tryptayr｝iRe　bindifig：　effect　of　£emperature．

Membrane　preparatiolts　were　preiRcubated　for　55　rain　at　O℃　altd　the　subsequer｝t

C3H］　tryptamine　（1－25nM）　binding　capackies　ef　those　were　estimated　as

described　in　the　text．
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Fig．　3－3．　Scatchard　plot　of　（3H）　tryptamine　biRding：　effect　of　temperature．

Membrane　preparations　were　preincubated　for　55　min　at　37℃　aRd　the　subseqeent

（3H）　tryptareiRe　（1－25nM）　biRding　capacities　of　those　were　estimated　as

described　in　the　text．　Results　shown　are　those　of　a　tYpical　experiment，　performed

2－3　times．

The　computer－generated　curves　weye　derived　from　nonlinear　regression　analysis

and　two　dashed　lines　were　drawn　theoretically　from　the　curviliRear　plot　using　a

two－site　model．

　　37℃55分間のpreiRcubatioRにて認められた〔3H〕tryptami簸e結合部位の多様性につい

て、さらにMonroe＆・Smith（14）の方法に準じて付加的実証を試みた。すなわち、高親

和性と低親和性結合部位をそれぞれ優先的に標識すべく3　RMと25nMの〔3H〕ligaRdを

用いて、非放射性tryptamineとの競合実験を行ない、2種〔3H〕hgand濃度でのスm一

フ． i見かけのHill係数と同等）を比較検討した。その結果を図3－4に示したが、25nMで

はスローフ．に典型的な2相性が認められた。これらの結果より、〔3H〕tryptamine結合部

位の多様性の存在がより一層支持された。

一　47　一



le6

0賃」

ご。

ｩ
モ
三
自
コ
。
ヨ
8
甑
の
も

o

tw

一一
bF一一一e一一一・　3　ntM　［3H］Tryptamine

“一・　25　n2M　［3H］Tryptamine

tw

璽

tw

O　　　　9　8　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　　　　　　6

　　　　　　　　　　　　　　－Log　（Tryptamine），　M

Fig．3－4．　Dispiacement　curves　of　（3H）　tryptamine　binding　（3　and　25　nM）．　Data

preseRted　are　mean　of　2－3　experirr｝ents．

　温州依存性一〔3H〕tryptamine結合部位の多様性に関する文献的考察を試みた。

　高親和性〔3H〕tryptamine結合部位（：K。＝2．8nM，単一種）の存在を最初に報告し

たCascio　＆　Kellarの実験条件を詳細に検索したところ、彼らは粗膜分画を37℃5－10分

間膜試料をpreincubateしていた（内在性tryptamineを系から除去したいという別の目

的で）。ただし、彼らのScatchardプロヅト解析は、　linear　regression解析のみであっ

た。以上の様相より、37℃IO分間prelncubation下の膜試料を用いて得られたScatchard

dataの解析をnoRlinear（two・一・siteモデル）及びliftear（one　一　siteモデル）の2種類

のregression解析にて行なった。その結果を図3－5，3－6に示したが、統計的に有意

の差を持ってtwo－siteモデルの方がより適合していることが判明した。しかしながら、

o肥一siteモデルに適合していると仮定してliRear　regression解析を行なうと：K　D＝3。04

nM値が得られ、この値は上記Cascie　＆　Kellarの値（K：。＝2．8nM）に近似しているこ
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とが判明した。以上の結果より、Cascio＆Kellarも膜試料の前処理を行なっていたがそ

のincubation条件が不完全であり、かつScatchard　dataのregression解析が一方的

（linear　regression単独）であったと結論付けられた。
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DlsseciatioR　comstant　（RM）　’’’’”・　3．03727
Maximal　biRding　（XiRt）　’’”・…　　．109244
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AIC　”　“’’’’”　“’’’’’’’’’”　・’’’”一86．2707

Fig．　3－5．　Scatchard　plot　of　（3H］　tryptamiRe　biRding：　Membrane　preparations　were

preincubated　for　IO　min　at　37℃　aRd　the　subsequent　C3H）　tryptamine　（1－25nM）

bindlng　capaclties　of　those　were　estimated　as　described　in　the　text．　The

computer－geRerated　curve　was　derived　from　linear　reqression　aRalysis．
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Fig．　3－6．　Scatchard　plot　of　（3H］　tryptarr｝iRe　binding．　Membrane　preparations

were　preincltbated　for　10　min　at　37℃　and　the　subsequeRt　（3H）　tryptamine

（1－25RM）　binding　capacities　of　tkose　weye　estimaeed　as　clescribed　iR　the　text．　The

computer－geReyated　curves　were　derived　frory｝　nonlinear　regression　analysis．

（two－site　modeD．
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　脂質（特に酸性脂質群）修飾試薬としてAzure　Aの可能性を検討すべく、種々の脂質

群との親和性について表3－2に示す結果を得た。本色素は中性脂質よりもはるかに酸

性脂質群に対して高親和性（24～790倍）を示した。さらに3種類酸性脂質に対する優先

性はCS＞PI》PSであった。

Table　3－2．　Color　Yields　of　Several　Lipids

Color　yield＊

Lipid

（O．D．　units／pt　mol）

Sulphatides

Phosph3tidyliRosito｝

Phosphatidylserine

E£hanolamine　phosphatides

Choline　phosphatides

45．7　±　3．2

14．0　±　O．5

1．37　±　O．18

0．058　＝±二　〇．005

0．018　±　O．002

＊AbsorbaRces　（at　645　nry｝）　of　the　colored　complexes　formed　with　Azure　A．　Values　are

expressed　as　the　rnean　±　S．　E．　M．　of　4　determinations．

　各種脂質修飾試薬のtryptemine受容体分子に対する影響を、前述の温度依存性

〔3H〕tryptamine結合能を指標として検討し表3－3に示す結果を得た。シナプス膜試

料をBlue　dyeであるAzure　Aにて前処理を行なうと、濃度依存的に〔3H〕tryptamine

結合の減少が認められた。同様に、phosphoiipase　A2前処理にて（ただし、

by－products除去操作としてのdefatted　BSAによる膜試料の洗浄は行なっていない）、濃

度非依存性の〔3H〕tryptamiRe結合能の減少が確認されたが、他方phospholipase　Dには

何んらの作用も認められなかった。
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T。bl。3＿3．　Effect，。f　S・v・・a田pid－M・difyi・g　Reag・・亀・・n〔3H〕T・ypt・mi・e

BindiBg　to　SPM

Reagent ％lnhibition

Control

（dpm／mg　protein）

Azure　A　（M）

　1x　lem9
　1x　lo－8

　5x　10－8
Phospholipase

（U／rag　preteln）

A，　O．Ol

　　O．05

　　0．1

D　l
　　50

　　100

13971　±　900

None
45．1　±　8．4＊＊

79．3　±　2．0＊＊＊

NoRe
25．6　±　5．6＊

25．2　±　5．1＊

None
None
None

Rat　brain　syRaptlc　plasma　membranes　（SPM）　were　pyetreated　with　several　1ipid－raediJ

fyl。g，e。g。。・、，・・齢・・pecifi・bl・醜・f　3　nM〔3m・・y蜘1・・t・a…t・eated
6”eh’t“’rol　sPM　ind　the　treated　spM　was　determilted　as　described　in　the　text　（meax　±　Sl

El’M．　of　4　experiments）．　signiflcant｝y　diffeyeRt　from　coBtrol　at　＊p〈o．os，　＊＊p〈O．ol　and

＊＊＊p　〈　o．oel．

　BSAはfatty　acids及びlysophosphatidesと高親和性を有することが知られているので

（26，27）phospholipase　A2処理後の膜試料において認められた〔3H〕tryptamine結合

能の減少に対するBSAの洗浄効果について検討した。図3－7にその結果を示したが、

一般的に見られるphospholipaseA2にて生成したby－productsの除去に起因するBSA

の修復効果は全く認められなかった。むしろ、BSA洗浄操作にてphospholipase　A　2の阻

害作用に、Azure　Aの場合と同様の濃度依存性が発現した。
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Fig．　3－7．　Effect　of　BSA　incubation　on　the　（3H）　tryptamine　binding　activity　in

phospholipase　A2－treated　SPM．

Rat　brain　synaptic　plasma　merRbranes　（SPM）　were　pretreated　with　phospholipase

A2．　After　pretreatment，　merRbrane　samples　were　further　incubated　with　1％　BSA，

and　assayed　for　（3H）　tryptamlne　（3　nM）　biRding　activity　as　described　in　the　text．

Data　are　given　as　the　perceRt　of　contyol　binding　（mean　of　2－3　experiment）．

　　Azure　A及びphospholipaseA2のtryptamine受容体への作用様式をScatchard解析に

て検討し、図3－8，3－9に示す結果を得た。Azure　A処理後の膜試料に対する温度依

存性〔3H〕tryptamine結合のScatchardフ。ロットは、　controi試料の場合と同様に

curvilinearを呈し、見かけ上簸oncompetitive　typeの阻害様式が認められた。同様に

phospholipase　A2処理にてもcurvilinearを示したが、　noncompetitiveよりむしろ

uncompetitive　type（完全に平行移動とは言えない）の阻害型が確認された。

一　53　一



ge

60

30

．、?
×
（
慧
g
＼
岳
蒼
α
・
。
霞
＼
の
Φ
圃
暑
α
）
婁
嗣
＼
℃
讐
£
Φ
三
§
細
含
↑
窮
】

一e
b＞“一一Ndima．

o

Azure　A　（M）

B

5　x　10－9

1　x　10－8

　　　16　20　30
圏丁，yp毛・ml・・b…d（pm・1・・／mg　P・・t・1・）・10…2

40
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Membrane　preparations　were　treated　with　Azure　A　for　30　miR　at　O℃　and

preincubated　for　55　min　at　37eC．　After　prelncubation，　C3H）　tryptamine　（1－25

binding　capacities　of　the　samples　were　estlmated　as　described　in　the　text．

results　showR　are　those　of　a　typical　experiment，　performed　2－3　times．

computer－generated　curves　were　derived　from　nonliRear　regression　analysis．
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Fig．　3－9．　Scatchard　plot　of　C3H）　tryptamine　bindiRg：　effect　of　phosphoiipase　A2．

Membrane　preparatioRs　were　pretreated　with　phospholipase　A2　（O．IU／mg　protein）

under　several　conditions　（BSA，　1％）　and　the　subseqwent　（3H）　tryptamine　（1－25

nM）　binding　capacities　of　the　preparations　were　estimated　as　described　in　the　text．

The　results　shown　are　those　of　a　typical　experiment，　performed　2－3　times．　The

computer－geRerated　cuyves　weye　derived　from　Ror｝linear　regression　aRalysis．
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　　さらに、両修飾試薬の〔3H〕tryptamine結合能への抑制作用を2つのbinding

parameters（すなわち、：K。とBmax値）からも検索すべく、それぞれのcurvilinearにつ

いてコンピューターによるnonlinear　regression解析を行なった結果が表3－4である。

Azure　Aの場合、高親和及び低親和性の両部位に対して濃：度依存的にBmax値の減少が

認められたが、K：。値には有意の変化は認められなかった。他方、　phospholipase　A　2処理

後のtryptamine受容体においては、両結合部位のBmax値の減少のみならず、：KD値

（主として高親和性部位）の増大傾向も認められた。

Table　3－4．　Scatchard　Analysis　of　C3H）　Tryptamine　Binding　to　SPM　pretreated　with

Azure　A　and　Phospholipase　A2

High　affinity　sites Low　affikity　sites

Preもreat雛e慌

KD B　max IKD B　max

Control

　37　℃

　　o℃

Azure　A　（M）

　　5x　lo－g

　　lx　！ouas

Phosphelipase　A2

（O．IU／mg　protein）

　　with　BSA

　　without　BSA

O．45

7
4
4
4

0
ハ
）

5
0
U

7
i
ρ
0

（
U
（
U

！02．7

7
i
O

農
U
復
）

農
）
4

72，3

103．0

33．7

33．1

33．8

34．9

G
）
り
乙

り
4
1
4
4

603．4

543．0

433．1

187．8

433．3

443．2

Rat　brain　syRaptlc　plasma　membranes　（SPM）　were　pretreated　wlth　Azure　A　and

Phospholipase　A2　as　described　in　the　text．　After　pretreatment，　the　uRtreated　ceBtrol　SPM

aRd　the　treated　SPM　were　incubated　witk　various　concefitration　of　C3H）　tryptamiAe

（1－25　nM）　and　Scatchard　analyses　were　performed．　The　Scatchard　plot　data　were

computer－assessed　by　RonliRear　regressioR　aRalysis．　The　phospholipase　A2－treated

samples　were　further　incLibated　with　1％　BSA，　unless　otherwise　stated．　The　values　are

the　means　of　2　experiments．　（KD，　nM；　B．，．，　fmoles／mg　protein）
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　考　察

　高親和性〔3H〕tryptami鍛e結合部位に関する既報（le，15，16）では、特別な膜処理

についての配慮は皆無である。現在までのところ、radioreceptor結合実験での膜試料の

前処理に関する生理的意義の是非に付いては不確定な面も残されている様であるが、

dopamine，5－HT，　opiate及びimipramine受容体群での膜前処理の効果（結合能の増

大）は実証されている（17～20）。温度依存性高親和性〔3H〕tryptamine（KD　・O．45

nM）の存在を始めて明らかに出来たが、その機構に関してはScatchardプロット　dataの

コンピューーター一解析より、低親和性結合部位からの高親和性部位へのアロステリック的

立体構造の転換現象に起因するものと考えられる。5－HT受容体に比較して、その神経薬

理学的及び化学的検索が遅れているtryptamine受容体の現象を考えると、上記

radioreceptor一結合実験法（すなわち、高親和性〔3H〕tryptamine結合部位を特異的に

識別する方法）は、今後の同受容体の研究に有力な実験手技と成り得るであろう。

　本実験に用いた脂質修飾試薬の基質選択性については、Azure　Aは酸性脂質と特異的

に親和性（CS＞PI》PS）を有することを明らかにした。他方、　phospholipase　A2，　Dの基

質選択性は、それぞれPS＞PC＞PE及びPC》PE》PSと報告されている（21，22）。本実

験において、Azure　A及びphospholipase　A2前処理の場合温度依存性〔3　H〕一

tryptamine結合能の減少が認められたが、　phospholipase　Dの同受容体への影響は認めら

れなかった。以上の様相より、2種酸性脂質（PS及びCS）の〔3H〕tryptamine結合能

への関与が示唆された。上記推察で一番の問題点はシナプス膜での2種酸性脂質の局在

性にあると思われる。PSに関しては、　Smith＆Loh（23）は同脂質のシナプス膜の

outer　surface上での局在性を報告している。他方CSは、　opiate受容体に対するCS抗体

の競合作用及びAzure　Aの脳室内注入により、　morphineのAD，。値が2倍に増加した事

実（24）から、同脂質もシナプス膜上ではouter　surface側に優先的に存在していると考

えられる。

　生体膜における特定のphosphoiipidsを選択的に除去或は転換させる調節試薬として、

phespholipaseは有益であるが、一般的に同酵素への蛋白質分解酵素の共存の危険性が

指摘されている（21）。実際、本実験で用いた市販のphospholipase　A，（sigma社製）に

は、proteolytic　activityの存在が当教室の別の研究グルーープ（25）にて確認された。従っ

て、本実験では同酵素試料を100℃10分間熱処理し、共存するproteelytic　activityを完全

に失活させた。Phospholipase　A2のtryptamlne受容体への作用が本酵素固有の活性に起
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因していることを、すでに5H：T受容体で報告（25）したEGTA（5mM）によるCa2＋除

去方法にて確認した。Phospholipase　A2の受容体に対する阻害作用の一部分に、膜脂質

から2次的に生成した物質が関与している事がopiate受容体（26）並びに一種の神経毒

であるsaxitoxin結合部位（26）の実験で報告されている。本実験で得られた

phospholipase　A2による〔3H〕tryptamine結合能の減少が、上記by－productsに起因する

のか否かについて、さらに同物質群と高親和性を有するBSA（fatty　acid含有率0．005％

以下）洗浄実験を行なった。その結果、BSA洗浄によるphospholipase　A2阻害作用の修

復効果は認められず、〔3H〕tryptamine結合能の低下は同酵素による特定の脂質分子の

消失に基づく受容体分子の構築度の不完全性に起因するものと考えられる。なお、

phospholipase　A2の阻害作用に対するBSA洗浄の相乗作用の機構については、現段階で

は明確な説明は出来ない。

　各々の脂質修飾試薬のtryptamine受容体への作用様式について、　Scatchardプmヅト

並びにコンピューターによるnon｝inear　regression解析を行なった。　Azure　A前処理に

て、tryptamine受容体でのK：DよりもむしろBmax値の減少が認められた。この結果よ

り、同受容体分子において特定の脂質（多分CS分子）が1igandに対する認識（または

結合）部位としての役割を演じていることが示唆される。他方、phospholipase　A2の結果

（K：D及びBmax値のparametersへの影響）から、特定の脂質（多分PS分子）が

tryptamiRe受容体機構において認識部位、並びに同受容体の分子構築の調節因子として

関与していることが指摘出来る。
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総　括

　近年、多くの研究者によりproteolipids（蛋白質一脂質複合体）が刺激伝達物質に対す

る受容体分子としての機能を有する可能性が検討されて来た。例えば、

5－hydroxytryptamine（5HT）ついて、　Godwin＆Sfieddonはラット脳幹部由来の

proteolipidsが5－HTに対して受容体分子としての生理的機能を有していると報告した。

しかしながら、彼らの報告したproteolipidsはmyelin膜由来のproteolipidsであり、さら

に5－HTに対する結合本体は、酸性脂質群であることが当教室によって明らかにされた。

脂質の第一次的な機能は、生体膜及び細胞内穎引回の構…築における“molecular

cement”としての役割であるが、より動的な生理機能についても検討され出した。例え

ば、Loh＆Lawは、脂質の動的な機能の！つとして、受容体機構において脂質それ自体

が直接生理活性物質に対する認識部位としての機能を有する可能性及びこの役割を担う

候補として、多くの神経伝達物質や薬物分子が生理的条件下では陽イオンに帯電してい

ることより、酸性脂質が最適であることを示唆している。

Tryptaminefは5－HT同様インドールアミンであるが、5－HTに比較して同物質の中枢神

経組織での含量の僅少性（約1／1000）から神経刺激伝達物質としての概念確立が遅れ

ており、同受容体の神経化学的な研究がほとんど為されていない。著者は、上記

myeli朗莫由来のproteolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異的結合能を有

するという知見に着目し、同物質を礎材として、tryptamine受容体機構を分子レベルで

検討することを目的とした。

　以下得られた結果をまとめると、

（D第一章においては、myelia膜由来のproteolipids中に存在するtryptamiRe結合本体

の物性について検討した。その結果、同結合物質の本体として、主としてPSが結合能の

発現に関与していること（1）及び同結合物質の分子構築にはPS以外にも他の特定の

脂質分子（多分、酸性脂質）の存在が不可欠であること（R）が判明した。

　（1）　Japan．　」．　Pharmacol．　33，　181　（1983）

　（　ll　）　Japan．　」．　Pharmacel．　33，　492　（1983）

（2）　（1）にて得られたtryptamine結合物質の本体としての酸性脂質の機能より、同脂質

のtryptamine受容体機構△の関与の可能性を想定し、第二章においてその検索の第一段

階として完全なin　vltro系での各種酸性脂質の再構成に対する〔3H〕tryptarnineの結合

実験を立案、検討した。その結果、特定の酸性脂質群（PS，　CS）から成る一種の脂質複
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合対が、tryptamine受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性が示

唆された⑪～W）。

　〔斑〕　Life　Sciences　27，291（1980）

　（W）　J．　Chromatogr．　260，　513　（1983）

　（V）　Japan．　」．　Pharmacol．　38，　411　（1985）

　（VI）　JapaR．　J．　Phamacel．　（in　press）

（3）第三章では、上記実験結果より導き出された作業仮説、（すなわち特定の酸性脂質

群がもryptamine受容体の分子構築に関与している可能性）を受容体レベルにて実証する

ことを目標とした。実験手段として、シナプス膜上に存在するtryptami簸e受容体の特異

的識別法（温度依存性高親和性結合部位）を新規に開発し（W）、同受容体機構への酸性

脂質の役割について検討した。その結果、CS並びにPSの2種酸性脂質がtryptamine受

容体機構において、認識部位並びに調節因子としての役割を演じていることが判明した

偲）。

　（Vl［］　Life　Sciences　38，　1331　（1986）

　〔畷〕（投稿準備中）
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論文内容の要旨

はじめに

　近年、多くの研究者によりprote◎lipids（蛋白質一脂質複合体）が刺激伝達物質に対する受

容体分子としての機能を有する可能性について検討されて来た。例えば、Godwin＆SReddon

はラット脳幹部由来のproteolipidsが5一一hydroxytryptamine（5－HT）に対する受容体分子とし

ての生理的機能を有していると報告した。しかしながら、彼らの報告したproteolipidsは

mye1ぬ膜由来のproteolipidsであり、さらに、5－HT　k対する結合本体は酸性脂質群であること

が当教室によって明らかにされた。脂質の第一次的な機能は生体膜及び細胞内霧粒群の構築に

おける“m◎lecular　cement”としての役割であるが、脂質のより動的な生理機能についても検

討され出した。例えば、Loh＆Lawは受容体機構において脂質それ自体が直接生理活性物質

に対する認識部位としての機能を有する可能性、及びこの役割を担う候補として酸性脂質が最

適であることを示唆している。

　Tryptamineは5－HT同様インドールアミンであるが、5－HTに比較して同物質の中枢神経

組織における含量の僅少性（内心）から神経刺激伝達物質としての概念確立が遅れており、同

受容体の神経化学的な研究がほとんど為されていない。そこで著者は上記　myelin　膜由来の

pr◎teolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異的結合能を有するという知見に着目

し、同物質を礎材として、中枢神経組織におけるtrypta藤ne受容体機構への脂質（すなわち、

酸性脂質）の関与を分子レベルで検討する目的で本研究を行なった。

〔封　Myelln　pr◎te◎lipidsに存在するtryptamine　結合本体の性質について

　Tryptamine結合物質の本体が脂質様の物性を示すことが当研究室にて明らかにされたが、

その性質をより詳細に検討した。まず、同物質より脂質混液をMokraschのcold　ether処理

法にて作製し、さらに、同混液をケイ酸カラム法にて4種類に分割した。これらの分画に対す

る〔14C〕tryptamineの結合実験の結果はF－C分画のみが元のmyelin　butanol　extractsが示

すのと同様のtryptamine結合能を示し（表1）、同分画に対する轡C〕tryptamine結合の溶出パ

ターンもmyelin　butaRol　extracts　のそれとよく一致していた。さらに、インドールアミン類

似体及び他の神経伝達物質を用いての競合実験より、F－C分画が元の〔14C〕tryptamine結合能

の特異性を反映することが明らかとなった。以上の結果より、myelin　proteolipids中に存在す

るtryptamine結合本体の性質はF℃分画に保持されていることが示唆された。
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Table　！．　Ci4C）Tryptamine　Bi“diitg　to　Several　Fractions

FractioR Amount　of　tryptamiiie　bound　（O／o）

Butanol　extracts

Lipid　rxxixtures

F－A

F－B

F－C

F－D

72．2±6．4

71．8±5．3

None

None
72．3　±　5．O

NoRe

Several　fractions　were　incubated　with　5×10ww7M（’4C）tryptamine．

After　iRctibatioft，　the　mixtures　were　passed　threugh　a　Sephadex

LHrc　co｝umn，　and　the　bo￥Rd　radioactivity　was　measured　as　des－

cribed　in　the　text．　Results　are　expressed　as　the　percent　of　total

input　radioactMty　（naean　±　SEM．　of　3　experiments）．

　　さらに、F－C分画中の各脂質を分析した結果（表2）、　sulphatides（CS）、ph◎sphatidylser競

（PS）及びphosp｝｝atidylinosltol（PI）の3種酸1生脂質群の存在が明らかとなった。

　　　　　　　　　　Table　2．　Lipid　CempositioR　of　the　Several　Fractions　lsolated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　frora　the　Lipid　Mixtures　of　Myelin　Butanol　Extracts

Fractio鍛 Major　lipid　componeBt

F－A

F－B

F－C

F－D

Cho｝esterol，　minor　galactelipids

Cerebresides

E£ha簸ola藤鍍e　phosphatides，

sulphatides，　phosphatidylseriRe，
phosphatidylinositol

Choline，phosphatides，　sphingomyelin

〔瑚　酸性脂質による脂質再構成系へのtryptamineの結合について

　　〔1〕にて、酸性素質群がtryptamine結合物質の本体としての役割を果たしていることが示唆

されたので、同脂質のtryptamine受容体機構への関与の可能性を想定した。この可能性を検索

する第一歩として完全なiR　vi£ro系での各種酸1生脂質の再構成系に対する〔3H）　tryptamineの

結合実験を立案、検討した。その結果、PS、　CS十PS、　PS十PI及びCS十PS十PI系の組み

合わせがtryptamine結合能を保持していた（表3）。さらに、これら4組について分子構築度の

違いを5－methoxytryptamineを用いた競合実験より検討したところ、　CS十PS系が最も低い

IC5。値（すなわち高親和性）．を示した。
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Table　3． （3H）Tryptamine　BiRding　to　Various　Reconstitnted

Fractions

Fract量0篠 Amount　of　tryptamine　bo“nd　（O／e）

cs
ps
PI

cs十ps
CS十PI
PS十PI
CS十PS十PI

None
60．0±1．5

None

61．1±1．O

NoRe
62．〈1，±2．6

61．0±2．6

Various　fractioRs　were　incubated　with　5　RM　of　（3H）tryptamine．

After　iRcubation，　the　mixtures　were　passed　threugh　a　Sephadex

LHpa　column，　aRd　the　bound　radioactivity　was　measured　as　des－

cribed　iR　the　text．　Results　are　expressed　as　the　percent　ef　tota｝

input　radioactivity　（meaR　±　S．E．M．　of　5　experiments）．

　CS十PS系への〔3H〕tryptamine結合能を動力学的に検討した結果、同再構成系には2種の

tryptamine結合部位より成る多様性の結合様式が見出され、それぞれの見かけ上のKD値は3

及び10nMであった（図1）。さらに、同結合能の特異性を検討した結果、　tryptamiRe及び5－

methoxytryptamiReとは相互作用を示すが、他のインドールアミン類似体及び刺激伝達物質と

は何らの親和性も示さなかった。以上の結果より、特定の酸性脂質群（CS、　PS）から成る一

種の脂質複合体がtryptamine受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性

が示唆された。
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Fig．　1． Bindin．cr　curves　and　double　reciproca｝　p｝et　of　（3H）　tryptamine

to　the　reconstit“ted　fractioR　with　PS　and　CS．　Saturable

binding　was　defined　as　the　total　bindiRg　minus　binding　in

the　presence　of　5×10－4　M　unlabelled　tryptamine（non－saturable），

aRd　those　components　are　plotted　as　a　deuble　reciproca｝．

Each　point　represents　the　mean　of　2－3　experiments．　KDb　3　nM

aBd　KD2，　10　RM

〔斑〕　中枢神経系でのtryptamine受容体機構における酸性脂質の役割について

　再構i成実験にて導き出された作業仮説（すなわち、特定の酸性脂質群がtryptamine受容体の

分子構築に関与している可能性）を受容体レベルにて実証することを目的とした。シナプス膜

上に存在するtryptamiRe受容体の特異的識別法（温度一依存性高親和結合部位）を新規に開発

し、同受容体機構での酸性脂質の役割について各種脂質修飾試薬（Azure　A、　phospholipase

A2及びD）を用いて検討した。その結果、　Azure　A及びphospholipase　A2前処理の場合、

温度一依存性〔3H〕tryptamine結合能の減少が認められたが、　phospholipase　Dの同受容体へ

の影響は認められなかった（表4）。

　Azure　A及びphospholipase　A2のtryptamine受容体への作用様式について、　Scatchard

プwット並びにコンピューターによるnonlinear　regression解析を行なった結果、　Azure　A処

理（CS分子を特異的に隠蔽する）の場合、　B　max値の減少が認められた。’他方、　ph◎spholipase

A2処理（優先的にPS分子を加水分解する）ではKg値の上昇及びBmax値の減少が認め

られた。このことより、CS及びPSの2種酸1生脂質がtryptamine受容体機構iにおいて、認識

部位並びに調節因子としての役割を演じていることが判明した。

Table　4． Effects　of　Several　Lipid－Modifying　Reagents　on　（3H）

Tryptamine　Binding　to　SPM

Reagent ％　1陰hib叢藪。難

Contrel
　（dpm／mg　protein）

Azure　A　（M）
　1　×　10－9

　1　×　10－8

　5　×　10－8

Phospholipase
（U／mg　protein）

A，　O．Ol

　　　O．05

　　　0．ユ

D　　l

　　　50

　　　100

13971　±　900

None
45．1±8．4＊＊

79．3±2．0＊＊＊

None
25．6±5．6＊

25．2±5．1＊

No鷺e

None
No捻e
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Rat　brain　synaptic　plasma　membraBes　（SPM）　were　pretrreated

wi魚Several　lipid－mOdi董y沁g　reage就S，　and　the　SpeCifiC　bindi難9◎f

3　nM　（3M）tryptamine　to　aB　watreated　coRtrol　SPM　and　the　treated

SPM　was　determiRed　as　described　in　the　text　（meaR　±　different

from　contrel　at　“P〈O．05，　＊＊P〈O．Ol　and　＊＊＊P〈O．OOI．

まとめ

　Myelin　proteolipidsのtryptamine結合本体が酸1生脂質群（CS、　PS、　PI）である可能性を

Sephadex　LH．カラム法にて示した（1）。さらに、これらの酸性脂質群の組み合わせにより作

製した再構成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験から、CS十PS系にリガンドが最も高親

和性で結合することを見出した（9）。そこで、中枢神経系におけるtryptamineの受容体機構

にも酸性脂質が重要な役割を果たしているとの作業仮説を立て、シナプス膜を用いて仮説の検

証を試みた。種々の脂質修飾試薬を用いた実験の結果から（1［1）、酸性脂質がtryPtamiRe受容

体機構に不可欠であり、認識部位ないし調節因子として機能していると考えられ、仮説は実証

し得たと思われる。
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論文審査の結果の要旨

　神経刺激伝達機構で主要素の1つである受容体分子は、生体膜の脂質二重層内で蛋白質分子

と脂質分子との相互作用により、ある種の適切な立体構造が形成されて始めてその生理機能が

発現すると考えられる。

　1951年Folch＆Leesにより神経組織からProte◎lipids’という一種の蛋白質一脂質複合体

が発見されたが、近年多くの研究者により同物質が神経伝達物質に対する受容体分子としての

機能を有する可能性が検討されて来た。例えば5－hydroxytryptamine（5－HT）について、

Godwin＆Sneddonはラット脳幹部由来のpr◎te◎lipidsが5－HT　に対して受容体分子として

の生理機i能を有していると報告した。しかしながら、彼らの報告したproteolipidsはミエリン

膜由来であり、同結合本体は酸性脂質群であることが当教室によって明らかにされた。脂質の

第一次的な機能は、生体膜及び細胞内穎粒群の構築における“molecu｝ar　cement’としての役

割であるが、より動的な生理機能についても検討され出している。Loh＆Lawは、脂質の動

的な機能の1つとして、受容体機構において脂質それ自体が直接生理活性物質に対する認識部

位としての機能を有する可能性、及びこの役割を担う候補として酸性脂質が最適であることを

示唆している。

　本論文は、上記ミエリン膜由来のproteolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異

的結合能を有するという知見に着目し、同物質を礎材としてtryptamiite受容体機構への脂質

　（すなわち、酸性脂質）の関与を分子レベルで検討することを目的としたものであり、得られ

た結果は3っの章にまとめられている。

　（1）第一章においては、ミエリン膜由来のproteolipids中に存在するtryptamine結合本体の

物性について検討し、その結果主としてphosphatidylseriRe（PS）が結合能の発現に関与し

ていること、及び同結合物質の分子構築にはPS以外にも他の特定の酸性脂質、　sulphatides

（CS）、の存在が不可欠であることが明らかにされた。

　（2）第一章にて得られたtryptamine結合物質の本体としての酸性脂質の機能より、同脂質の

tryptamine受容体機構への関与の可能1生を想定し、第二章においてその検索の第一段階として

完全なin　vitro系での各種酸性脂質の再構i成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験を立案、

検討した。その結果、特定の酸性脂質群（PS、　CS）から成る一種の脂質複合体が、　tryptamine

受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性が示唆された。

　（3）第三章では、上記実験結果より導き出された作業仮説、すなわち特定の酸性脂質群が

try　ptamine受容体の分子構築に関与している可能性を受容体レベルにて実証することを目標と

した。実験手技として、シナプス膜上に存在するtryptamine受容体の特異的識別法（温度一依
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存性高親和性結合部位）を新規に開発し、同受容体機構への酸性脂質の役割について、特定の

脂質修飾試薬（Azure　A、　phospholipases　A2＆D）を用いて検討した。その結果、　PS並び

にCSの2種酸性脂質がtryptamine受容体機構において、認識部位並びに調節因子としての

役割を演じていることが実証された。

　以上、本論文は神経刺激伝達機構における酸性脂質のより動的な生理機能を探索すべく、ミ

エリ・ン膜由来のproteolipidsがtryptamineに対して特異的結合能を有する事実を出発点とし、

同結合本体の解析から、完全なin　vitro系での酸性脂質群との再構成実験へと進み、最終的に

シナプス膜を用いた受容体レベルで特定の酸性脂質（PS、　CS）が、　tryptamine受容体の分子

構築に認識部位ないし調節因子として関与していることを実証し得て居り、内容的に一貫性と

独創性を有していると言える。

　よって、本論文は薬学博士の請求論文として価値あるものと認める。
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