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論 文 内 容 要 旨

[目的]カ テ コール ア ミン(CA).、 の生合成 お よび遊離 の異常は,パ ーキ ンソン病,統 合失調症(精 神分

裂病)お よび うつ病 な どの神経 障害や,本 態性 高血圧 な どの循環器系疾患 を引 き起 こす要 因 と考 え られ

てい る。そ こで,CA遊 離の分子機構 を解 明す る ことは,CA遊 離異常 が関連す る神経疾患 の治療薬 お よ

び治療 法の開発 に極 めて有用 で ある。一方,マ イ ト トキシ ン(MTX),パ リ トキシ ン(PTX)お よび グ

ラヤ ノ トキ シン(GTX)な どの天然有毒物 質は,そ れ ぞれCa2+チ ャネルやNa+チ ャネル に作用す る こと

が知 られて い るが,こ れ らの天然有毒物 質の副腎髄質細胞 お よび 中枢神経細胞 にお けるCA遊 離作用 の

性 質 に関す る報 告は ほ とん ど知 られ ていない。また,V-1は 哺乳類脳 の生後発達期 に発現 が一過性 に増

大 し,出 生後28日 まで には成熟個体 と同程度 の レベル まで減少す るこ とが報告 されてい るタ ンパ ク質で,

このV-1タ ンパ ク質 を安定 的に過剰発現 させ たPC12D株 細胞で は,CA生 合成酵素(チ ロシ ン水酸化 酵素,

ドーパ脱 炭酸酵素,ド ー パ ミン β水酸化酵素)のmRNA発 現が協調的に促進 され,そ の結果 ドーパ ミン

(DA)お よび ノル エ ピネ フ リン(NE)の 産生 が顕著 に増 大 してい る。 さ らに,生 体内CA細 胞 中では,

副腎髄質 ク ロマ フィン細胞 や交感 神経細胞 な どのNE細 胞 において比較 的高いV-1タ ンパ ク質の発 現 を ・

示 してい る。

そ こで,本 研 究で は,内 分泌細 胞のモデル 系であ る培養 ウシ副 腎髄 質細胞 お よび 中枢神経 系のモデル

細胞 であ る培養 ラッ ト脳幹神経細胞 を用いて これ ら天然物 質のCA遊 離作用 の性質 につ いて検討 を行 った。

さ ら『に,CA生 合成充進 の病 態時にお けるCA遊 離機構 の性 質について検討す るた め,CA生 合成制御 タ

ンパ ク質V-1を 安定 的に過剰発 現 させ てCA生 合成 を充進 させ たPC蓋2D株 細胞 をそ の病 態モデル 細胞

とし,天 然有毒物質 のCA遊 離作用 について検討 を行 った。

[結果 ・考察]」.MTX,PTXお よびGTkで 培養 副腎髄 質細胞 を処置 し,そ のCA遊 離作用 を検討 した結果,

MTXの 作用 が最 も強 く,対 照 的にGTXは 用い た有 毒物質 の 中で最 も作用 が弱か った。 また,MTXは

外液 中のCa2+依 存的 にC八 遊離 を引 き起 こす こ とも確 認 された。 ウシ副 腎髄質 には,主 にエ ピネ フ リン

(EP)を 含 むEP細 胞 とNEを 含むNE細 胞 が存在 してい る。HighK+(脱 分極)刺 激 に よ り副 腎髄質 か

らEpお よびNE遊 離 が生 じるが,そ れ らの遊離量 の比率は,約1:03(EP:NE)でNEと 比較 してEPが

圧倒 的に多か った。 これ は ウシ副腎髄質 中のEPとNE細 胞数比 とほぼ一致 してい る。一方,MTX(0.1

～2nM)の 場 合 は約(1:0 .15)で,「NE遊 離に対 して さ らにEP遊 離 を増加 させ た。 これ らの結果 はMTX

がEP細 胞 に よ り選 択的 に作用す る可能性 を示 してお り,MTXの 細胞 に対 す る親和性 がEPとNE細 胞

では異 なるものかも しれ ない。 しか し,PTXやGTXで は この よ うな作用 は認め.られ なかった。

2.MTXは 脳 幹神経 細胞 にCa2+流 入 を引 き起 こ し,[3H】norepinephrineを 遊離 した。CA遊 離 を引 き起 こ

すMTXの 濃度は,Ca2+流 入 を引き起 こす濃度 と同程度 の濃 度であった。MTXは 外液 にCa2+が 存在 しな

い状 態 で は[3H]norepinephrineを 遊離 しなか った。 また,こ のMTXに よるCa2+流 入 は種 々のCa2+チ ャ

ネル拮 抗薬 によって も阻害 された。MTXに よるCa2+流 入 はtetrodotoxihに よって影響 を受 けず,ま た外

液 中にNa+が 存在 しない場合 で もこの流 入は観察 された。 この結果 か ら,MTXに よるCa2+流 入 は外液
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中Na+に よる膜 の脱分極 の結果,引 き起 こされ るもので はないこ とが示唆 され た。 この知見 は,high-K÷

に よるCa2+流 入 は薬物刺 激後,数 分で一定 になる一方,MTXに よるCa2+流 入 は さらに長 い時間持 続す

る現 象 と一致す る。 ジ ヒ ドロピ リジ ン系薬物 で ある10`6Mのnicardipineはhigh-K+とMTX刺 激 に よる

Ca2+流 入 を約10%し か抑制 しなかったが,10　5Mの 濃度で は,こ の抑制効果 を約50%ま で増大 した。また,

MTX誘 導性 のCA遊 離 の経 時的変化 は,脳 幹神経細胞 と副腎髄質細胞で異 なった。すなわ ち,脳 幹神経

細胞 ではMTX処 置 による持続 的なCA遊 離の増加が認 め られたが,副 腎髄 質細胞 ではCA遊 離が処 置後

2分 で最大 とな り,そ の後減少 した。 この知 見は,脳 幹神経細胞 と副 腎髄質細胞で は,電 位依 存性Ca2+チ ャ

ネル に依存 したCA遊 離機 構に相違が あるこ とを示唆 してい る。

3.培 養 ウシ副 腎髄質 細胞 お よびPCI2D細 胞 に対す るGTXのCA遊 離作 用 を比較 し,そ の作用 を検 討

した。GTXは ウシ副 腎髄質細胞 か らNE,DAお よびEPの 遊離作用 を示 した。 また,GTXと 同様 にNa+

チ ャネル の活性化 作用 を有す る と考 え られ てい るベ ラ トリジ ンもNE,DAお よびEPの 遊離作用 を示 し

た。 しか し,GTXはPC12D細 胞 ではDAお よびNEの 遊離 を惹起 しなかった。 ウシ副腎髄質細胞 におい

てGTXはNa+チ ャネル を活1生化す るこ とによ り細胞 内へのNa+流 入 を起 こし,細 胞膜脱分極,Ca2+チ ャ

ネル 開 口,Ca2+流 入 の一連 の過 程 を経 て,CAを 遊離す る と解 釈 され る。 一方,whole-cellpatch-clamp

法 を用 いた電気生理学 的な解 釈は,PCI2D細 胞 にお いては,電 位依存性Na+チ ャネル の発現 は非常 に少

ないか ほ とん ど発現 して いない こ とが示 され てい る。 したが って,GTXがPC12D細 胞 でCA遊 離 を発

現 しなか った一つ の理 由 として はGTXの 作用点 で ある電位依 存性Na+チ ャネル の発現 が非 常 に少 ない

た め と考 え られ る。

4.V-1を 安 定的 に過剰発現 させ てCA生 合成 を充進 させ たPCI2D細 胞 をCA生 合成:充進の病態 にお け

るモデル 細胞 として,MTXま た はPTX誘 導性 のCA遊 離 につ い て検 討 した ところ,安 定 的V一 】過剰

発現株 細胞 で は,ベ ク ター コン トロール株細胞 と比 較 して,こ れ ら天然 有毒物 質 によるCA遊 離が充進

してい た。 また,自 発的 なCA遊 離 も充進 してい た。 また,CapZは ア クチ ン集 合 を制御 す るア クチ ン

フィラ メン トのbarbedendに キ ャップす るF-act童n-bindlngproteinsの 一つ である。V-1はinvltroの 実験

系でCapZ一 αお よび 一β に よ り構成 され るヘテ ロダイマー と結合す る こと℃,ア クチ ン集合 の核形成 と

F-actinのbarbedendで の アクチ ン集合 の両方 を阻害す るこ とが明 らか にされてい る。PC12D細 胞 におけ

るV-1の 過 剰発現 では アクチ ンフィラメ ン トのバ ン ドル構 造の形成促進 が観 察 され た(未 発 表デー タ)。

これ らの知 見はV-1がCa2+流 入依 存的 にCapZの 活性 を調 節 し,ア クチ ンフィラメン トの形成 を制御 し,

それ によってCA遊 離 を促 進す るこ とを示唆 してい る。 ア クチ ンフィ ラメン トのbarbedendを キャ ップ

す る薬 物 で あるサイ トカ ラシ ンDの 作用 を検討 した ところ,PC12D細 胞 におい てはMTXのCa2+流 入

に よるDA遊 離 を増強 し,V-1過 剰発現株細胞 においてはMTXお よびhighK+刺 激に よるDA遊 離 を増

強 した。 さらに,PC12D細 胞 においてMTX刺 激 にCa2+1CaMKIIの リン酸化 の促進が確認 され,同 時 に

MTX刺 激に よ りV-1とCapZの 相 互作用 の促進 が確 認 され た。

以上 の結果 か ら,MTX,PTXお よびGTXの 天然有毒物質 には,CA遊 離作用の強度に違 いがあ り,こ

れ らは内分泌お よび 中枢神経系 におけ るイオ ンチ ャネル を介す るCA遊 離機 構 の解 明 に有用 であ り,特
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にMTXに つい てはCa2+チ ャネル によるCA遊 離制御の分子 メカニズ ム解明のために も有用 と考え られ た。

また,PCI2D細 胞 におい て,Ca2+流 入 に よ りCa2+1CaMKIIの リン酸 化が促進 され,V-1とCapZの 相 互

作用 が増加 し,そ の結 果 アクチ ンフ ィラメン トの形 成が制御 され,そ れ に よってCA遊 離が促進 され る

とい うV-1とCA遊 離機構 の関連 が示唆 された。 この よ うなV-1のCA生 合成 および遊離制御 におけ る

機能 を解 明 してい けば,CA生 合成 お よび遊離 異常が関連す る疾患 の発症機 序 の解 明や 治療 法 の発 見 に

貢献 できるもの と期 待 され る。
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審 査 .結 果 の 要 旨

カテコールアミン(CA)遊 離の分子機構を解明することは,CA遊 離異常が関連する神経疾患の治療

薬お よび治療法の開発に極めて有用である。 しか し,CA遊 離制御の分子メカニズムについては不明な

点が多い。一方,マ イ トトキシン(MTX),パ リトキシン(PTX)お よびグラヤ ノトキシン(GTX)な

どの天然有毒物質は,イ オンチャネルに作用することが知 られているが,こ れ らの天然有毒物質の副腎

髄質細胞および中枢神経細胞におけるCA遊 離作用の薬理学的性質に関す る報告はほとんど見当たらな

い。そこで,本 研究では,内 分泌細胞のモデル系であるウシ副腎髄質細胞および中枢神経細胞のモデル

系であるラット脳幹神経細胞を用いて,こ れ ら天然物質のCA遊 離作用の性質について検討を行った。

さらに,CA生 合成充進の病態時におけるCA遊 離機構の性質を明らかにするため,CA生 合成制御タン

パク質V-1を 安定的に過剰発現 させてCA生 合成を充進 させたPCI2D株 細胞を用いて,天 然有毒物質

のCA遊 離作用について検討を行った。

MTX,PTXお よびGTXで 副腎髄質細胞 を処置 し,そ のCA遊 離作用 を検討 した結果,MTXの 作用

が最強であった。このMTXの 作用 を脳幹神経細胞を用いて検討したところ,MTXは 細胞内に流入する

Ca2+を 増加 させた。この作用はテ トロド下キシンでほとんど抑制されなかったが,電 位感受性Ca2+チ ャ

ネル拮抗薬では著明に阻害 されることが明らかとなった。また,MTX誘 導性のCA遊 離の経時的変化は,

脳幹神経細胞 と副腎髄質細胞で異なっていた。すなわち,脳 幹神経細胞ではMTX処 置により,持 続的

なCA遊 離の増加が認め られたが,副 腎髄質細胞では処置後2分 でCA遊 離が最大 とな り,そ の後減少

した。一方,GTXを 副腎髄質細胞およびPC12D細 胞に投与した ところ,興 味深いことに副腎髄質細胞

ではCA遊 離が観察 されたが,PC12D細 胞ではそれが認めらなかった。この相違は,GTXの 作用点であ

る電位感受性Na+チ ャネルの発現量の差によると推察された。CA生 合成の充進を示すV-1安 定的過剰

発現株細胞において,MTXお よびPTX誘 導性のCA遊 離について検討 したところ,ベ クターコントロー

ル細胞 と比較 して細胞内CA含 量が増大 し,ま たこれ ら天然有毒物質によるCA遊 離が充進 していた。

この結果は,CA生 合成増強因子であるV-1が,CA遊 離促進因子 としても機能することを示唆するもの

である。

以上の研究成果によ り,MTX,PTXお よびGTXの 天然有毒物質は,CA遊 離作用において薬理学的

性質に顕著な違いがあることが明確 となった。また,内 分泌系および中枢神経系におけるイオンチ ャネ

ル を介す るCA遊 離機構を解明す るうえで,こ れ らの有毒物質は有用であ り,特 にMTXはCa2+流 入に

よるCA遊 離制御の分子メカニズム解明にも,極めて有用な薬理学的too1と なることが明 らかにされた。

よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文として合格 と認める。
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