
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学 位 授与 年 月 日

学位授亨の要件

研究科専門課程

学 位 論 文 題 目

(主 査)

論 文 審 査 委 員 教 授 小

いず み ひろ し

和 泉 博 之

薬 学 博 士

薬 博 第6-9号

昭 和51年3月25日

学 位 規 則 第5条 第1項 該 当

東 北 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 科

(博 士 課 程)薬 学 専 攻

Studiesonsynaptosomaladenylate

cyclaseanditsstimulationbythe

supernatantfromratcerebralcortex

(ラ ッ ト大 脳 皮 質 に お け る シ ナ プ トソ ー ム

adenylatecyclaseと,そ の 王 清 に よ る活

性化に関す る研究)

澤 光 教授 橋 本 嘉 行

教授 曳 野 宏

一37一



論.文 内 容 要 旨

ア ナ

Adenosine3.5-monophoshate(cyclicAMP)は 天 然 に 広 く分 布 し,数 種 の バ ク テ リア,粘

菌 類,高 等 植 物,殆 ど す べ て の 動 物 組 織 に 検 出 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ の 標 的 組 織 に お い て 多 く の

polypeptideやbiogenicamineに よ りcyclicAMPの 産 生 が 代 謝 あ る い は 生 理 的 反 応 よ り も 先 ん .

じ て 増 加 す る こ と か ら.Sutherlandら(1965)は ホ ル モ ン作 用 のsecondmessengerと し て の

cyclicAMPの 役 割 を 提 出 し た 。

Robisonら(1971)はcyclicAMP系 が ホ ル モ ン反 応 のmediatorと な っ て い る こ と を 確 証 す

る に は,第1にtarget組 織 か ら調 整 し たadenylatecyclase活 性 が そ の ホ ル モ ン の 添 加 に よ り

制 御 さ れ る べ き こ と,第2に 生 き たtarget細 胞 中 に み られ るcyclicAMP量 が そ の ホ ル モ ンの 刺

激 に 応 じ て 変 動 す べ き こ と,す な わ ちcyclicAMPの 組 織 レベ ル の 変 動 が 時 間 的 に み て,そ の ホ

ル モ ン反 応 の 発 動 に 先 ん じ て お き て こ な け れ ば な ら な い 。 第3に,そ の ホ ル モ ンの 効 果 がcyclic

AMP分 解 酵 素 の 阻 害 物 質 に よ り増 強 さ れ る こ.と 。 第4に 生 き たtarget組 織,あ る い は そ の ホ モ

ジ ネ ー トに 添 加 さ れ た 外 因 性cyclicAMP,ま た は そ の 誘 導 体(dibutylyl型 な ど)に
.よ り 同 様 に

ホ ル モ ン レ ス ポ ン ス が 再 現 さ れ る べ き こ と 。 以 上4つ の 規 準 を 満 足 し な け れ ば な ら な い と 報 告 し

て い る 。

Fat,liverそ の 他 多 く の 組 織 で は こ の4つ の 規 準 を 満 足 す る 報 告 が な さ れ て い る 。 一 方 脳 標 本

に お い て は,epinephrinenorepinephrinehistamine,serotonineな ど に よ りcychcAMP量

が 著 し く増 加 す る こ と は 脳 切 片 を 用 い た 実 験 で 数 多 くの 研 究 者 に よ り 報 告 され てい るが,脳broken

cellpreparationで は ホ ル モ ン反 応 が 低 下 な い し は 消 失 しcyclicAMPの 増 加 が み られ な い と 報

告 さ れ て い る 。(WiHiamら1969)

こ れ ら の 事 実 は ホ ル モ ン に よ るadeny星atecyclaseの 活 性 化 に 必 要 な 何 らか のessentia豆sub-

stance(s)が 組 織 のhomogenizationやfractiobation中 に 膜 よ り遊 離 す る た め で は な い か と 推

定 さ れ る 。 現 在 ま で に 報 告 さ れ て い るadenylatecyblase活 性 測 定 は 酵 素 標 本 をbuffer溶 液 に 懸

濁 し て 測 定 し て い る 。 今 回 ラ ッ ト大 脳 皮 質 を 酵 素 標 本 と して 用 い,同 組 織 よ り得 た105,000×9

supernatant(supernatant)共 存 下 に お け るadenylatecyclase活 性 とsupematantの 非 共 存 下

で のadenylatecyclase活 性 を 比 較 検 討 し て み た 。'

1.105,000×9suPeFnatantの ラ ッ ト大 脳 皮 質adenylatecyclaseに 対 す る 影 響

Supernatant存 在 下,非 存 在 下 で の 大 脳 皮 質 のadenシlatecyclase活 性 を 測 寧 し た 結 果,super-

natant中 に はadenylatecyclase活 性 は 全 くみ られ な い に も か か わ らずcmdemitochondrial

fractionはsupenlatant添 加 に よ りcyclicAMP値 が 著 し い 増 加 が み られ た 。 こ のcrudemito-

chondria豆fraction・ を さ ら にmyehn,synaptosomes,mitochondriaにsuρrgsedensitygra一
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dient法 に て 分 画 後 各 分 画 の 活 性 をsupernatant存 在 下,非 存 在 下 に て 測 定 し た 。supernatant

無 添 加 で はsynaptosomesが 他 の2つ の 分 画 よ り も や や 高 い 活 性 を 有 し て い る に す ぎ な い がsuper-

natant添 加 に よ りsynaptosomesが 他 の2つ の 分 画 よ り著 し いaden』ylatecyclase活 性 の 増 如

を 示 し た 。

こ れ らの 事 実 はsynaptosomaladenylatecyclaseがsupernatant中 の 何 らか の 因 子 に よ り調

節 を 受 け て い る こ と を 暗 示 し て い る 。 一 方synaptosomesは 生 き た 動 物 中 に お け るsynaptendlng

の 生 化 学 的 組 成 と類 似 し た 性 質 を 有 す る こ とか ら,神 経 系 の 動 的 過 程 をinvitroで 解 明 す る た め

に 多 く の 研 究 者 に よ っ て 利 用 さ れ る よ う に な っ て き た 。 ま たcychcAMPが 神 経 組 織 で 重 要 な 役

割 を な し て い る と 報 告 さ れ て い る こ と か ら以 下 の 章 でsynaptos。maladenylatecyclaseの 諸 性

質 とsupernatant中 のstimulatorysubstance(s)に つ い て 検 討 を 加 え た 。

2・Supernatant中 のstimulatory3ubstance(s)に つ い て

Supernatantを 透 析 後(24hr4×500volumes),そ の 効 果 を 検 討 した 結 果,そ の 活 性 化 現 象

は 全 くみ ら れ な か っ た 。 こ の こ と はstimu豆atorysubstanceが 透 析 性 物 質 で あ る こ と を 示 し て い

る 。supernatantをsephadexG-25superfineに て ゲ ル ロ 過 法 に て 分 画 す る とVitaminB12

(M.W.1350)よ り もや や 遅 く溶 出 し て く る こ と か ら分 子 量1,300以 下 の 物 質 と 推 定 さ れ る 。 ま

た 限 外 ロ 過(Ulvacultrafiltrationcell,G-0豆Tmembrane)す る と ロ 液 に は 活 性 化 現 象 が

み ら れ な い こ と か ら こ のsti由ulatorysubstanceは1,.000以 上 の 物 質 と 推 定 さ れ る 。Super-

natantを 熱 処 理(100℃,10min)を 行 っ て.も,そ の 活 性 化 は 消 失 しな い こ.と か ら熱 安 定 性 物

質 と 思 わ れ る 。stimulatory.・substancelこ よ るsynaptosomaladenylatecyclase活 性 化 はMg

イ オ ンが 必 須 で あ り 約4mMが 最 適 で あ る 。 ま た こ の 活 性 化 はsynaptosomaladenylatecyclase

のKm値 は,殆 ど 変 化 す る こ と な くVmax値 の み を 著 し く増 加 し た 。 こ の こ と は 基 質ATPと の

親 和 性 を 増 加 す る の で は な く反 応 速 度 を 増 大 す る こ と に よ っ て 起 る 活 性 化 と思 わ れ る 。

Supernatant中 のcyclicAMPphosphodiesterase活 性 はsynaptosomaladenylatecyc-

1ase活 性 よ り も 遥 か に 高 い に も か か わ らず,adenylatecyclase系 に 添 加 し て もcyclicAMP

値 を 減 少 す る こ と な く,逆 に(yclicAMP値 を 著 し く増 加 す る こ と はsynaptosomeのadenylate

cyclaseに よ り 生 成 したcyclicAMPがreceptorproteinな ど と結 合 あ る い はcyclicAMPphos-

phodiesteraseに よ り 加 水 分 解 さ れ に くい 部 分 に 存 在 ,して い る こ と,あ る い はsupematant中 の

cyclic卒MPphosphod孟esteraseのKm値 が 高 い た め に よ る も の と思 わ れ る 。

3.StimuIat。rysubstanceの 作 用 部 位 一

Adenylatecyclase活 性 唄U定 はK:rishnaら の 方 法 を 少 し 改 良 し て 行 っ た 。 即 ち3H-ATPを 基

質 と し て 生 成 し た3H-cyclicAMPをBa-Zn沈 澱 法 とD㎝ ・ex50Wカ ラ ム に よ り他 のnucleotides

か ら分 離 生 成 し て そ のradioactivityを 測 定 した 。 生 成 し た3H-cyclicAMPか らadenylate
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cyclase活 性 を 計 測 し て い る た め に,supernatant中 のstimulatorysubstance(s)がadenylate

cyclaseを 直 接 活 性 化 して い る の か,あ る い は 基 質(ATP)値 や,生 成 したcyclicAMPを 加 水

分 解 す る 酸 素 を(cyclicAMP、Phosphodiesterase)に 影 響 を 与 え2次 的 にcychcAMP量 を

増 加 し て い る の で は な い か と い う こ と が 考 え られ る こ と か らsupernatantあ る い はboiledsuper-

n.atantのsynaptosomalATPasesγnaptosomal .cyclicAMPphosphodiesteraseに 対 す

る 効 果 を 検 討 し た 。 そ の 結 果,ATPaseは 約20%阻 害,cyclicAMPphosphodiesteraseは 約

L5倍 活 性 化 さ れ た 。SynaptosomalcycllcAMPphosphodiesterase活 性 が 阻 害 で は な く 逆 に

活 性 化 さ れ る こ と か らsupernatantのadenylatecyclaseassay系 へ の 添 加 に よ るcyclic

AMP形 成 の 増 大 は 分 解 酵 素 の 阻 害 に よ る も の で は な い と 推 定 さ れ る 。ATPase阻 害 とcyclic

AMP形 成 増 大 が 相 関 関 係 が あ る か ど う か る 調 べ る 目 的 で 典 型 的ATPase阻 害 剤 で あ り か つade-

nylate(汐claseの 活 性 化 剤 で あ るsodiumfluorideを 用 い て そ れ ぞ れ のassay系 に 添 加 し て そ の

勅 果 を み た 。ATPase阻 害 は 濃 度 に 比 例 し て 増 大 す る が,adenylatecyclase活 性 化 は5mMで

maximumで あ った 。ATPase阻 害 に よ るATP直 の 増 大 が 必 ず し もcyclicAMP形 成 を 増 大 し な

い こ と か らsupernatantの 著 しいcyclicAMP形 成 増 大 がATPaseの20%程 度 の 阻 害 に 基 因 し

て い る 可 能 性 は 少 な い と 思 わ れ る 。 現 在 他 の 可 能 性 を 完 全 に 否 定 す る こ と は で き な い が,お そ ら.

くsupernatant中 のstimulatorysubstance(s)に よ るcyclicAMP形 成 増 大 はsynaptosomal

副enylatecyclase、 へ の 直 接 的 活 性 化 に よ る も の と 思 わ れ る 。....

4.種 々 薬 物 に よ る 効 果

Norepinephrine,histamine..dopamine,serotoninら のneurotransmitterはsupernatant

共 存 下 に お け るsynaptos㎝aladenylatecyclaseに 対 し て も促 進 効 果 は 全 くみ られ な か った 。

Sodiumfluoride(NaF)とstlmulatory.substance(s)は 相 加 的 にadenylatecyclaseを 活 性

化 し た 。SH基 反 応 試 薬 戸 一chioromercuribenzoate(P-CMB .)に よ り,synaptosomalade-

nylatecyclaseは そ の 濃 度 と 比 例 し て 次 第 に 活 性 が 消 失 し て く る こ と か ら,SH基 がadenylate

cyclase活 性 発 現 の た め に 必 須 の 反 応 基 と 考 え ら れ る 。Methyimercuryがrat肝p】asmamembrane

のadenylatecyclaseの 強 力 な 阻 害 作 用 を 有 す る と 報 告 さ れ て い る が 今 回 のP-GMBの 阻 害 作 用

を 考 え る とsynaptosamaladenylatecyclaseをmethylmerculyに よ り阻 害 され る 可 能 姓 を 示

し て い る 。Boiledsupernatant存 在 時 に お け るP-CMβ のsynaptosomaladenylatecyclase

阻 害 の 濃 度 の 違 い か らstimulatorysubstance(s)も ま たSH基 を 有 す る 可 能 性 を 示 し て い る 。

synaptQsomesのSH基 はP-CMBに よ り一 度 反 応.し て し ま う と,こ の 反 応 はSH基 剤(dlthi-

oerythritol)の 添 加 に よ り 回 復 す る こ と は な い 。 こ れ ら の 結 果 はadeny・1atecyclaseのcatalytic

subunitにsensi .tiveなSH基 が 存 在 し て い る こ と を 暗 示 し て い る 。SynaptQmaladenylate

cyclaseはSH基 を 有 す るcystein,coenzymeA,91utathioneは す べ てadenylatecyclaseを
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活 性 化 し,そ の 内cysteinが 最 も そ め 作 用 が 強 か っ た 。

Caイ オ ンのadenylatecyclaseに 対 す る 効 果 は 臓 器 に よ り異 な る 。Synaptosomaladenγlate

cyclaseはCaイ オ ン特 異 的 キ レー ト剤 で あ るEGTA(ethyleneglycolbis(β 一aminoethylether)

一N 、N,N-N-tetraceticacid)に よ りboiedsupernatant存 在 時,又 非 存 在 時 共 に 著 し く活 性 化

さ れ た 。 こ の 現 象 はmgイ オ ン とCaイ オ ンがadenylatecyclase系 に お い てallostericsiteで

互 い 拮 抗 し て い る と い う報 告 と 一 致 しEGTAに よ りCaイ オ ンの 低 下 に よ りadenylatecyclase

が 活 性 化 され た た め と 思 わ れ る 。

`

Adenosineが ラ ッ ト肝plasmamembraneで のadenylatecyclaseに 対 し阻 害 作 用 が あ る と

報 告 さ れ て い る 歩,synaptos』omaladenylatecyclaseに 対 し て はadenosi㎡e,adenine,AMP,

ADPの 生 理 的 と 思 わ れ る 低 濃 度 で は 全 く効 果 が な か っ た 。 さ らにGTP、carbamylcholineな ど

も何 ら効 果 は な か っ た 。

5.SynaptosomalcyclicAMPPhosphodiesteraseの 活 性 化 に つ い て

す で に3.で 述 べ た よ う にsynaptosomalcyclicAMPphosphodiesteraseのboiledsuper-

natantに よ る 活 性 の 増 大 が み ら れ た 。 こ れ をadenylatecyclasestimulatorysubstance(s)

と 同 様 にsephadexG-25superf.ineに て ゲ ル ロ過 を 行 い,各 分 画 のsynaptos㎝alcyclicAMP

phosphodiesteraseに 対 す る 効 果 を み る と,adenylatecydaseの 場 合 と 同 様 の 分 画 に て 活 性 化

が み られ た 。 一 方sodiumfluorideはadenylatecyclaseの み を 活 性 化 し,cyclicAMPphos-

phodiesteraseは 活 性 化 し な い こ と か ら こ の2つ の 酵 素 の 活 性 化 に は 何 ら相 関 関 々 が な い もの と

思 わ れ る 。 一 方 こ のstimulatory分 画 はsolublesupernatant中 のcyclicAMPpho.sphodieste-

raseは 活 性 化 し な い 。Imidazoleは 両 方 のcychcAMPphosphodiesteraseを 活 性 化 す る 。 こ れ

らの 結 果 は こ のstimulatorysubstance(s)はKakiuchi,Cheung,Teoら が 報 告 して い る 活 性
　コ

化 因 子 と は 異 な る もの と思 わ れ る 。

ま.と め

以 上 の 結 果 よ り,ラ ッ ト大 脳 中 にsynaptos㎝aladenylatecyclaseを 活 性 化 す る 因 子 の 存 在 が

確 認 さ れ た 。 そ の 活 性 化 因 子 は 透 析 性,熱 に 対 し安 定 性 で,分 子 量 約1,200と 推 定 さ れ る 物 質

で あ る 。

近 年,dopamine一 β一hydroxylaseのendogenousinhibitor,ATPaseの ㎝dogenousinhibitor,

smoothmuscleのrelaxingfactor}collagenshmulatoryfactorな ど の 低 分 子 調 節 因 子 の 存 在 が

報 告 さ れ て お り,そ の 諸 性 質 は,い ず れ も 透 析 性,熱 に 対 し 安 定 性 の 低 分 子 でadenylatecyclase

の 活 性 化 因 子 と 類 似 し た 点 が 多 い 。

生 体 内,特 に 脳 内 に お い て,代 謝 や 神 経 伝 達 な ど にcyclicAMPは 重 要 な 役 割 を な し て い る こ

と か らadenylatecyclaseの 活 性 化 因 子 は ♀yclicAMP値 の 増 減 を 調 節 し,重 要 な 役 割 を 果 し て い

る 可 能 性 が 考 え られ る 。

一. 、. 、.一41一
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審 査 結 果 の 要 旨

ホルモ ン作 用のsecondmessengerを な すcyclicAMPを 生 成す る細胞膜 に存在 する酵素ade-

nylategyclase活 性 に対す るラット大騨皮質中 に存在す る活性物質の確定 と,そ の性状 に関す る

研究で ある。その内容は次の5部 か らな ってい る。

1,ラ ッ ト大脳 皮質adenylatecyclaseに 対 するsupernatantの 影 響

大脳 皮質 のadenylatecyclase活 性 がsupernatant非 存在 下では弱 く,supernatantを 添 加す

ると著 しく増大す ることを発見 した。 この ことよ りsynaptosomaladenylatecyclaseがsyper-

natant中 の 何 らかの因子 によ り調節を受 けてい るもの と想定 した。

2.Supernataut活 性 因子の性状

活性因子が透析性物 質であ ることが判 ったので,種 々の方法 で分画を試み たところ分子量、1300

以 下 の物質 と考え られ,ま た熱処理 によ っても活性 が失われない ことも証 明され た。さ らにMg+

が 活 性化 に必須 であ り,synaptosomal⑳enylatecyclaseのKm値 は殆ん ど変化せず,痂ax値

の み増加す ることか ら,基 質ATPと 親和性を増す ので はな く,反 応速度を増加 する こと,こよ る活

性化 と推定 された。

3.活 性 因子 の作用部位

Adenylatecyclaseの 直 接の活性化か,あ るいはc-AMPphosphodiesteraseを 阻 害す るか,ま

たはATPaseの 活 性化 によ って二次的 にc-AMPが 増 加す るのでは ないか とも考え られ るので

この面 の検討 を行 った。phoshodiesteraseは 逆 に活性化 され,ATPaseは20%程 度 阻害 され る

が,こ の程度で はc-AMP生 成 には影響を与え ないことが明 らか とな り活性因子は直接作用 によ

る ことを確認 した。

4. .種々薬物 によ る影響

活性因子 に対す るnorepinephrine.histamine,dopamine,5-HTな どの影響 を調 べたが,

殆 ん ど作用 はなか った。一方,有 機水銀化合物のP℃MBは 強 い阻害作用を示 し,さ らにSH基

剤 の添加で も回復 しなか った。 またadenosine,adeninebAMP、ADP.GTPな ど も全 く影響 を

与 えなか った。

5.Dhosphodiesteraseの 活 性化

本活性因子はc-AMPphosphodiesteraseも 活性化 す るので この性質を調 べたが,す でに知 ら

れ てい るKakiuchiら の得て いるphosphodiestrase活 性 化因子 とは異 るもので あ ることを知 った。

以上よ りラ ッ ト大脳 中のsynaptosomaladenylatecyclaseに 対 す る活性化 因子がsuper-

natant中 に 存在 す るζとを確認 し,そ の諸性 質を明 らか に して,生 理 的にも重 要な役割 を果 し

てい ると示唆 した。

きわあて有意義な知見であ り,学 位論文 に価 いす る。
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